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La glía es el grupo de células del sistema nervioso más abundante en el cerebro, que por mucho 
tiempo se le consideró sólo como un elemento de soporte neuronal sin importancia. Sin 
embargo en el contexto de los procesos neurodegenerativos, y de las enfermedades como 
Alzheimer y Parkinson, se ha puesto de manifiesto el papel relevante de la activación de los 
mecanismos de la inflamación.  De ahí la necesidad de investigar el comportamiento y 
caracterización  de la glía en respuesta a la pérdida de memoria y la activación tanto de señales 
intracelulares, de supervivencia y deterioro cognitivo. Por otro lado, en los últimos años se ha 
observado el potencial antiinflamatorio de factores endógenos como hormonas endocrinas, en 
particular melatonina, y de adipoquinas liberadas por órganos no endocrinos como leptina. 
Además de las funciones canónicas de estas moléculas, recientemente se han descrito otras 
funciones alternativas y específicas para  el sistema nervioso central. Éste sería el caso de otra 
hormona endocrina, prolactina, de la que justamente ahora se empiezan a comprender sus 
funciones más allá de la lactancia y la reproducción humana.   
Para estudiar específicamente la potencialidad antiinflamatoria de éstas hormonas y 
adipoquinas,  se ha utilizado un modelo de cultivo mixto de córtex de ratón C57Bl/6J, iniciando 
el tratamiento al 9 día de crecimiento después de la siembra. Los cultivos se sometieron a la 
acción de la melatonina, leptina y prolactina y, posteriormente, se procedió a la incubación  con 
citoquinas (IFNγ, IL-1β y TNFα) durante 48 horas. La atención se centró en la conexión de las 
moléculas de señalización activadas por el estrés oxidativo como lo son p38-MAKP e iNOS. 
El resultado de este trabajo pone de manifiesto el posible efecto antiinflamatorio  de la 
melatonina, la prolactina y la leptina, demostrado a través de  la disminución en la producción 
de óxido nítrico y la inhibición en  la expresión de iNOS, actuando específicamente sobre la vía 
de p38- MAKP. Lo anterior sugiere que las moléculas estudiadas pueden ser relevantes en el  
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Glial cells is the group of the most abundant types of cells in the nervous system, which for a 
long time was considered just as an element  for neuronal support and its functions were 
substantially overlooked. However in the context of neurodegenerative processes, such as 
Alzheimer's and Parkinson's disease, Glial cells have shown to have an important role in the 
activation of inflammatory mechanisms. Therefore, there is a need for investigating the behavior 
and characterization of Glial cells in response to memory loss as well as the activation of related 
intracellular and survival signaling, and signals for cognitive impairment. Furthermore, recently 
it has been observed the anti-inflammatory potential of certain endogenous factors, such as 
endocrine hormones like melatonin, and also of adipokines like leptin, which is released by non-
endocrine organs. In addition to the canonical functions of these molecules, new alternatives 
and specific functions have been recently described at the level of the central nervous system. 
This is the case of another endocrine hormone, prolactin, which functions at the central nervous 
system just started to be understood beyond its role in infancy and human reproduction. 
To specifically study the anti-inflammatory potential of these hormones and adipokines, a model 
of mixed culture of cortex of C57BL / 6J was used. initial treatment was applied at the 9th 
growing day after planting. The cultures were subject to action of melatonin, leptin and 
prolactin, followed by the incubation with cytokines (IFNγ, IL-1β and TNFα) for 48 hours. The 
focus was to investigate the connections between two signaling molecules; i.e. p38-MAKP and 
iNOS, which are activated by oxidative stress. 
A neuroprotective and / or anti-inflammatory effect of adipokines was found as a result of the 
inhibitory effects of melatonin, leptin and prolactin, on p38 MAPK, as well as for the ability of 
iNOS expression to reduce the production of nitric oxide in cell cultures. These results indicate, 
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on the one hand, that adipokines can regulate the cell damage caused by excessive nitric oxide 
through the induction of pro-inflammatory cytokines and, on the other hand, they can inhibit 
apoptosis triggered by the release of cytochrome C and caspase 3. Furthermore, other molecules 
involved in memory loss, such as CREB and NFκβ, are inhibited through the inhibition of JAK / 
STAT, which in turn delays memory loss. These findings evidence the potential application of 
these biomolecules in the treatment of neurological disorders and suggesting therapeutic roles 
in the early stages of Alzheimer's disease. 
 
Català  
La glia és el grup de cèl·lules del sistema nerviós més abundant al cervell, que per molt temps 
se’l va considerar només com un element de suport neuronal sense importància. No obstant 
això, en el context dels processos neurodegeneratius i de les malalties com Alzheimer i 
Parkinson, s'ha posat de manifest el paper rellevant de l'activació dels mecanismes de la 
inflamació. D'aquí la necessitat d'investigar el comportament i caracterització de la glia en 
resposta a la pèrdua de memòria i l'activació tant de senyals intracel·lulars com de 
supervivència i deteriorament cognitiu. D'altra banda, en els darrers anys s'ha observat el 
potencial antiinflamatori de factors endògens com hormones endocrines, en particular la 
melatonina, i d’adipoquines alliberades per òrgans no endocrins com la leptina. A més de les 
funcions canòniques d'aquestes molècules, recentment s'han descrit altres funcions alternatives 
i específiques pel sistema nerviós central. Aquest seria el cas d'una altra hormona endocrina, la 
prolactina, de la que justament ara es comencen a comprendre les seves funcions més enllà de la 
lactància i la reproducció humana. 
Per estudiar específicament la potencialitat antiinflamatòria d'aquestes hormones i 
adipoquines, s'ha utilitzat un model de cultiu mixt de còrtex de ratolí C57BL/6J, iniciant el 
tractament al 9è dia de creixement després de la sembra. Els cultius es van sotmetre a l'acció de 
la melatonina, la leptina i la prolactina i, posteriorment, es va procedir a la incubació amb 
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citoquines (IFNγ, IL-1β i TNFα) durant 48 hores. L'atenció es va centrar en la connexió de les 
molècules de senyalització activades per l'estrès oxidatiu com ho són p38-MAKP i iNOS. 
Es va comprovar els efectes neuroprotectors i/o antiinflamatoris de l’adipoquina leptina i de les 
hormones melatonina i prolactina, que tenen efectes sobre la inhibició de p38 MAPK i, 
especialment, l'expressió de iNOS a la baixa producció d'òxid nítric en cultius cel·lulars. Per una 
part això indicaria que les adipoquines regulen el dany cel·lular causat per l'excés d'òxid nítric a 
través de citoquines pro-inflamatòries, i per un altra, la inhibició d'apoptosi activada per 
l'alliberament de Citocrom C i la caspasa 3. D'altra banda es van inhibir les molècules implicades 
en la pèrdua de memòria com ho són CREB i NFκβ a través de la inhibició de JAK/STAT frenant 
així la pèrdua de memòria. Aquests resultats indiquen el seu potencial d’aplicació en el 
tractament de trastorns neurològics, quelcom que suggereix tractaments terapèutics en les 
primeres etapes de la malaltia d'Alzheimer. 
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ADN: Acido desoxirribonucleico.  
AMPA: Amino-α-3 hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico.  
APOE: Apolipoproteína E. 
APP: Proteína precursora amiloidea. 
APP695: Isoforma de proteína B-amiloide A4. 
ARC: Núcleo arqueado.  
ARE: Proteína poli A. 
Asp: Ácido aspártico. 
ATP: Adenosina trifosfato.   
β-A: β-amiloide.  
BDNF: El Factor neurotrófico derivado del cerebro o BDNF. 
BHE: Barrera hematoencefálica.  
CD: Células dendríticas. 
Complejo de Freund: Solución acuosa con plata, junto con un aceite mineral y un agente dispersante. 
DD: Dominio de la muerte. 
DMH: Dorsomedial. 
Drp1: Proteína relacionada con dinamina 1. 
EA: Enfermedad de Alzheimer. 
eNOS: Endotelial óxido nítrico sintasa.  
fAβ: Beta amiloide Fibrilar. 
FLICE: Inhibidor de proteínas FLIP.  
GABA: Ácidogamma-aminobutírico.  
GFAP: Proteína ácido gliofibrilar. 
GH: Hormona del crecimiento. 
GLUT: Transportador de glucosa. 
GLT1: Transportador de glutamato 1. 
GHR: Receptor de hormona del crecimiento. 
GPCR: Receptores transmembrana acoplados a proteína G. 
gp130: Glucoproteína 130.  
GTPasa: Guanosina trifosfatasa.  
GSH: Glutatión.  
HPA: Human Protein Atlas. 
HLA-DR: Human Leukocyte Antigen receptor. 
HSP27: Proteína de choque térmico. 
H2O2: Peróxido de hidrogeno.   
HT1A: Receptor agonista completo de la familia de la azapirona. 
IL-1β: lnterleuquina-1beta.  
IFNγ: Interferón gamma. 
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina 1. 
IMC: índice de masa corporal. 
iNOS: Óxido nítrico sintasa.  
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IP-10: Interferón inducida por gamma-10. 
KOH: Hidróxido de potasio.  
LIF: Leukemia inhibitory factor. 
LPS: Lipopolisácarido.  
LTA: Ácido lipoteicoico. 
LTP: Long Time at Potentiation. 
MØ: Macrófagos. 
MCP: Muerte celular programada.  
MCR4: Receptor de melanocortina 4. 
MT1: Receptor de Melatonina 1. 
NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido reducida.  
NES: Síndrome de la alimentación nocturna. 
NMDA: N-metil-D-aspartato.  
NPY: Neuropéptido Y. 
Ob-R: Receptor de leptina. 
ON: Óxido nítrico.  
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos. 
PER: Genes period. 
PL: Lactógenos placentarios. 
PS: Placas seniles. 
PSEN: Presinilina. 
PRL: Prolactina.  
PRL-R: Receptor de prolactina. 
hPRL: Prolactina humana. 
RAGE: Receptor for advanced glycation end products.  
ROS: Especies reactivas del oxígeno. 
SCN: Sistema nervioso central. 
SNP´s: Single Nucleotide Polymorphism. 
SOCS3: Supresor de citoquinas de señalización 3.  
TCR: Receptor de linfocitos T. 
TGFβ: Factor de crecimiento transformante beta.  
TLRs: Receptor de tipo toll. 
TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral-alfa. 
TSPO: Proteína de translocación mitocondrial.  
VMH: Ventromedial. 
VP: Vasopresina. 
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La memoria, la conciencia, los pensamientos y la creatividad son atributos asociados al cerebro. 
Este órgano es el constituyente principal del sistema nervioso central; a través de sus distintas 
regiones integra la información de nuestro entorno para analizarla, procesarla y elaborar 
respuestas. Por ello, uno de los retos más apasionantes de la neurobiología actual es saber cómo 
funciona el cerebro humano. El poder cognitivo del cerebro es único, e implica la participación 
de redes de células nerviosas que incluyen a las neuronas, una de las poblaciones celulares más 
importantes del sistema nervioso central. 
Las neuronas sólo representan una fracción de las células del cerebro humano (Nicola and Ben 
2009). No obstante, lo que conocemos sobre el funcionamiento del sistema nervioso central está 
fundamentado en el dogma neuronal, que asume que las redes neuronales representan el único 
sustrato de cognición. Las neuronas tienen la habilidad de comunicarse entre sí de manera 
rápida y eficiente a través de señales eléctricas o químicas que se traducen en forma de 
potenciales de acción. Todas las células nerviosas que no producen potenciales de acción están 
agrupadas en lo que se conoce como glía (del griego glía, “unión o pegamento”). Fue el médico 
alemán Rudolf Virchow quien acuñó el término “neuroglia”, en 1858, para referirse al 
“pegamento del cerebro” que se ubicaba entre las neuronas y las mantenía unidas. Actualmente 
se presta mayor atención a este grupo de células nerviosas, que constituyen más de la mitad del 
cerebro humano (Allen y Barres, 2009). La fisiología neuronal se relaciona con la de la glía; por 
ello, el estudio integral del sistema nervioso central debe comprender el estudio de las 
interacciones neurona-glía.  
La glía es el grupo de células del sistema nervioso más abundante en el cerebro. Sin embargo, 
durante mucho tiempo se le consideró sólo como un elemento de soporte neuronal, que no 
cumplía ninguna función importante. Hoy se sabe que la glía participa en la formación, 
operación y modulación de los circuitos sinápticos. En consecuencia, los estudios recientes 
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presentan la glía como un elemento fundamental a investigar, para profundizar en el 
conocimiento sobre la fisiología del sistema nervioso central (Reyes-Haro, Bulavina, and 
Pivneva 2014). 
1.2. DESCRIPCIÓN DE LAS CÉLULAS CEREBRALES  
1.2.1. Astroglía 
La astroglía comprende a los astrocitos, las células ependimales y la glía radial. Una 
característica que tienen en común es la presencia de proteína ácido gliofibrilar (GFAP), 
expresada en el citoesqueleto. Los astrocitos son las células gliales más abundantes presentes en 
el SNC y tienen funciones importantes en la organización del cerebro y mantenimiento 
(Sofroniew y Vinters 2010). Estas células interactúan con las neuronas y están involucradas en 
la secreción de neurotransmisores y la homeostasis de iones, la regulación del metabolismo de 
energía, la remodelación sináptica y la modulación del estrés oxidativo, procesamiento de la 
información, y la transmisión de la señal sináptica (Halassa y Haydon, 2010;. Henneberger et al, 
2010).  
La palabra astrocito significa “célula en forma de estrella”. Nombre, acuñado por Michael von 
Lenhossek en 1891, basado en su morfología. Los astrocitos regulan la homeostasis del cerebro, 
al proveer energía y sustratos para la neurotransmisión, y participan activamente en la fisiología 
de la sinapsis tripartita (elementos pre y postsinápticos y los astrocitos adyacentes). Los 
astrocitos fueron subclasificados en protoplasmáticos y fibrosos por Rudolf Albert von Kölliker 
y William Lloyd Andriezen en 1889 y 1893, respectivamente: los astrocitos fibrosos se ubican 
principalmente en la sustancia blanca, y están asociados a los axones; los astrocitos 
protoplasmáticos, asociados a los somas neuronales y las sinapsis, presentes estos 
principalmente en la sustancia gris. Antiguamente se pensaba que el papel de los astrocitos se 
restringía a la remoción de los neurotransmisores del espacio sináptico, lo que permitía una 
señalización precisa. Sin embargo, estudios recientes indican que los astrocitos tienen actividad 
neurogénica e inclusive, participan en la formación de las sinapsis y modulan la actividad 
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sináptica gracias a una comunicación bidireccional con las neuronas (Perea, G. 2009). Estos 
descubrimientos invitan a investigar sobre el papel de la glía en el procesamiento de la 
información, atributo que se pensaba exclusivamente de las neuronas (ver Figura 1). 
 
 
Figura 1. Muestra las células que incluyen principalmente a la microglia, oligodendrocitos, astrocitos y glia NG2. la 
microglia representa el sistema inmunitario del cerebro. Los oligodendrocitos producen la mielina que envuelven los 
axones para permitir una comunicación neuronal eficiente. Los astrocitos contactan a los vasos sanguíneos y las 




Gliotransmisión y metabolismo 
El cerebro consume el 20% de la glucosa total en sangre y oxígeno durante su actividad para 
restaurar gradientes iónicos después de la conducción del potencial de acción y la 
neurotransmisión.  
La demanda metabólica es considerada alta y requiere que el flujo sanguíneo cerebral 
permanezca constante a pesar de las variaciones en la presión arterial (autorregulación) y las 
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áreas de alta actividad neuronal tienen correspondientemente tasa metabólica alta en el 
suministro sanguíneo local. Los astrocitos son reguladores multi-funcionales de acoplamiento 
neurometabólico que controlan la absorción y liberación de neurotransmisores (Anderson C. M. 
2000), influyen en la oferta local de la sangre (Zonta et al. 2003; Mulligan S. J. 2004; Al 2007) y 
suministran directamente a las neuronas sustratos para la fosforilación oxidativa (Pellerin et al 
1998). La sinapsis tripartita es una estructura formada por elementos neuronales y gliales que 
constituye la base de la comunicación nerviosa y el procesamiento de la información (Perea, G. 
2009). Los astrocitos participan activamente en la sinapsis tripartita, monitoreando y 
respondiendo a la actividad sináptica que se produce. Un solo astrocito es capaz de contactar 
con miles de sinapsis neuronales. En consecuencia, las sinapsis no sólo constan de las neuronas 
pre y postsináptica, sino de los procesos (prolongaciones celulares) astrocíticos que la 
envuelven.  
Otro punto interesante es que los astrocitos poseen dominios funcionales que responden 
independientemente a distintos neurotransmisores, lo que les permite discriminar la actividad 
neuronal proveniente de distintas regiones del cerebro. Esta información es procesada por el 
astrocito, que puede modular la actividad neuronal liberando gliotransmisores como D-serina, 
glutamato, ácido gamma-aminobutírico (GABA), ATP o adenosina. Una función muy importante 
de los astrocitos está relacionada con la regulación del paso de sustancias del torrente 
sanguíneo al parénquima cerebral y viceversa; contribuyen así al establecimiento de la barrera 
hematoencefálica, a través de las terminaciones perivasculares de sus prolongaciones celulares. 
1.2.3. Papel de los astrocitos en la Neuroinflamación 
Las enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento tal como la enfermedad del 
Alzheimer (EA) entre otras se manifiestan por el deterioro progresivo de las funciones 
cognitivas tales como: la memoria y el procesamiento mental (McKhann et al 1984)(Ver Figura 
2). .  
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Figura 2. Cambios en el sistema nervioso central con la edad. Adaptado de Von Bernhardi, 
Rommy 2005 
 
Son varios los estudios describiendo que la intensidad de astrogliosis reactiva aumenta 
paralelamente con la progresión de la EA (Olabarria et al 2010) y que los niveles de 
transportadores de glutamato en astrocitos tienden a disminuir, lo que puede aumentar la 
vulnerabilidad de las neuronas locales a la excitotoxicidad (Simpson et al. 2010). Los astrocitos 
reactivos también muestran una mayor expresión de la presenilina en la EA esporádica (Duong 
et al 1997),  pero no se conocen con exactitud las consecuencias de dicha expresión. 
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1.3. MECANISMO DE MUERTE NEURONAL IMPLICADO EN LA NEURODEGENERACIÓN 
1.3.1. Muerte celular  
La muerte celular es un fenómeno de gran interés para entender el desarrollo del SNC y también 
hoy en día se sabe que es la principal causa de muchas enfermedades neurodegenerativas. La 
muerte celular se puede clasificar de acuerdo a la apariencia morfológica (pudiendo ser: 
apoptótico, necrótico, autofágico o asociado con mitosis), de criterios enzimológicos (con y sin 
la participación de nucleasas o de distintas clases de proteasas, tales como caspasas, catepsinas, 
calpaínas y transglutaminasas), de aspectos funcionales (programado o características 
accidentales, fisiológicas o patológicas) o inmunológicos (inmunogénica o no inmunogénica), 
(Melino 2001).  La muerte celular es un proceso que es esencial para el desarrollo y 
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, su función esencial es eliminar las células 
superfluas, dañadas, infectadas o transformadas. Esta forma se realiza la activación de un 
programa intrínseco que es característico por el mantenimiento de las membranas celulares 
intactas; permitiendo así su eliminación por fagocitosis.  
1.3.1.1. Tipos de muerte celular 
Los diferentes tipos de muerte celular se definen a menudo por criterios morfológicos, sin una 
referencia clara a los mecanismos bioquímicos precisos. The Nomenclature Committee on Cell 
Death (NCCD 2009), propone criterios unificados para la definición de la muerte celular y de sus 
diferentes morfologías. 
1.3.1.2. Definición de apoptosis 
La expresión "apoptosis" es acuñado por (Kerr et al 1972)  para describir un aspecto 
morfológico específico de la muerte celular. La apoptosis se acompaña de redondeo de la célula, 
la retracción de pseudópodos, la reducción del volumen celular (picnosis), condensación de la 
cromatina, fragmentación nuclear (cariorrexis), formación de ampollas en la membrana 
plasmática (pero el mantenimiento de su integridad hasta las etapas finales del proceso de 
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inmersión) y por los fagocitos residentes in vivo. Por lo tanto, el término 'apoptosis' debe 
aplicarse exclusivamente a los eventos de muerte celular. Las células que sufren apoptosis 
exhiben una morfología característica que incluye condensación citoplasmática y nuclear, la 
rotura específica de proteínas celulares, la fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos, y 
la rotura endolítica del ADN.  
Los cuerpos apoptóticos son fagocitados por células vecinas. Las señales que desencadenan la 
apoptosis incluyen, daño celular causado por radiaciones ionizantes, procesos inflamatorios, 
infección vírica y/o bacteriana o señales extracelulares. En el programa de suicidio celular 
interviene la transcripción de genes específicos y su traducción, lo cual permite suprimir tal 
suicidio inhibiendo tanto la transcripción como la traducción. Estos hechos demuestran que la 
muerte celular programada o apoptosis está mediada por mecanismos celulares intrínsecos.  
Vale la pena señalar que no es correcto suponer que la muerte celular programada “(MCP) y 
apoptosis” son sinónimos (Baehrecke 2002; Roach, HI. and Clarke 2000).  Es importante 
recalcar que la apoptosis implica una programación de la célula que promueve una cascada 
dependiente de energía de cambios morfológicos y bioquímicos en el interior de la célula que 
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Tabla 1.  Diferencias entre muerte celular por necrosis y apoptosis o suicidio celular:  
Muerte celular por necrosis Apoptosis o suicidio celular 
- Las células y sus orgánulos se hinchan porque se 
altera la capacidad de la membrana plasmática para 
controlar el paso de los iones y de agua. 
- Las células se rompen y su contenido se vierte al 
espacio intercelular. 
- Se origina inflamación de los tejidos adyacentes. 
- Reducen su tamaño. 
- Las mitocondrias se abren y dejan salir el 
citocromo c. 
- Surgen en la superficie celular;  especies de 
vejigas. 
- Se degrada la cromatina (ADN y proteínas) de sus 
núcleos. 
- Se rompen en fragmentos rodeados de membrana, 
denominados cuerpos apoptóticos. 
- La fosfatidilserina, fosfolípido que se encuentra en 
la cara interna de la membrana, se expone en la 
superficie. 
- La fosfatidilserina se une a receptores de las 
células fagocíticas (macrófagos y células 
dendríticas) que fagocitan los cuerpos apoptóticos. 
- Las células fagocíticas segregan citoquinas que 
inhiben la inflamación. 
Adaptado de: (Cascales Angosto 2003) 
 
1.3.2. Proteínas reguladoras  de la apoptosis: 
1.3.2.1. Caspasas 
La mayor parte de los estímulos encaminados a la apoptosis convergen en la mitocondria, 
provocando una permeabilización de su membrana externa. Con la permeabilización se liberan 
una serie de proteínas que activan las caspasas (Hengartner M. 2000; Amarante et al 1999; 
Susin et al 1999). Estas inducen la mayoría de los acontecimientos proteolíticos de la apoptosis 
y son consideradas como responsables finales de la muerte celular. 
Las caspasas (Cysteine Aspartyl-Specific Proteases) son una familia de cisteína-proteasas que se 
encuentran como moléculas precursoras inactivas (procaspasas), y cuando reciben la señal 
apoptogénica son proteolizadas, dando lugar a dos subunidades que constituyen la enzima 
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activa o caspasa (Green et al 1998). Actualmente se han identificado 14 caspasas en mamíferos. 
Todas ellas presentan una secuencia conservada de 5 aminoacidos (QACR(N/Q) G) en el sitio 
activo. Las procaspasas constan de un prodominio N-terminal y dos subunidades, una de 20 kDa 
(p20) y otra de 10 kDa (p10). La activación proteolítica ocurre secuencialmente en sitios 
específicos de corte detrás de un residuo de ácido aspártico (Asp). Inicialmente, las procaspasas 
sufren una proteólisis entre las dos subunidades, y posteriormente el prodominio es eliminado 
de la subunidad de 20 kDa. Estudios de cristalografía han revelado que tras la proteólisis de la 
procaspasa, ésta obtiene su forma funcional mediante la asociación de dos subunidades de 20 
kDa y dos subunidades de 10 kDa, formando un tetrámero con dos sitios catalíticos activos 
(Wilson 1994; Rotonda et al. 1996). Hasta el momento, se conocen 14 miembros de esta familia 
de proteínas (Stegh et al. 2002).  
La familia de las caspasas incluye a las caspasas procesadoras de citoquinas e involucradas en 
inflamación, y a las caspasas involucradas en apoptosis (Green et al 1998). La primera caspasa 
descrita en mamíferos se denominó ICE (Interleukin-1β-Converting Enzyme) o caspasa 1. Ésta 
es precisamente uno de los miembros de la familia al que no se le ha relacionado con apoptosis 
sino con la inflamación, ya que es responsable de la proteólisis y activación de la citoquina 
proinflamatoria IL-1β (Li et al. 2010; Cerretti et al. 1992). Las caspasa 1 y 11 funcionan 
principalmente en el procesamiento de citoquinas, mientras que las caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10 y 
12 participan en la regulación y ejecución de la apoptosis (Green et al 1998; Amarante et al 
1999). Las caspasas son divididas en dos grupos: caspasas iniciadoras con un predominio largo 
(2, 9, 10 y 16) y caspasas efectoras con un prodomino corto (3, 6 y 7) que actúan sobre las 
endonucleasas y son las responsables directas de la fragmentacion del ADN (Li et al 2001; 
Zamzami et al 1996).  
La cadena de degradación proteica tiene sucesivos clivajes dependientes de la ubicación del 
ácido aspártico que se repite en la estructura de la enzima. Actualmente hay dos vías 
alternativas para activar las caspasas. Una es iniciada por señales externas que activan un 
receptor de muerte en la superficie celular (vía extrínseca). La otra es disparada por cambios en 
la integridad mitocondrial (vía intrínseca) (Hengartner M. 2000; Thorburn A. 2004). 
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1.3.3. Vías de apoptosis 
1.3.3.1. Vía extrínseca 
Las células de los mamíferos expresan receptores localizados en su membrana plasmática. La 
unión de ligandos a estos receptores desencadena la activación de las caspasas y reacciones en 
cadena que finalizan con la muerte celular. Algunos de estos receptores son el Fas, el receptor-1 
del factor de necrosis tumoral (TNF-R1) y el DR3 (23). Los receptores de muerte de la familia 
del receptor de TNF (TNFR) incluyen TNFR1, Fas (CD95), DR3/WSL y los receptores del ligando 
inductor de apoptosis relacionado con el TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand, 
TRAIL)/Apo-2L (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5). Los miembros de esta familia están 
caracterizados por presentar de dos a cinco copias de un dominio extracelular rico en cisteína. 
Los receptores de muerte también poseen un dominio intracelular en el C-terminal 
del receptor denominado dominio de muerte (death domain, DD). Cuando un ligando se une a 
estos receptores se puede producir la muerte por apoptosis de la célula que los posee. 
El miembro de los receptores de muerte más estudiado y relevante es el CD95 o Fas. La 
oligomerización, más probablemente la trimerización, del CD95 tras la unión de su ligando, 
FasL, es requerida para la transducción de la señal apoptótica. La fijación del Fas ligando a su 
receptor (Fas) provoca el reclutamiento citoplasmático del adaptador FADD (del inglés Fas-
associated death domain protein), al cual fija la procaspasa 8. (Ver Figura 3) Este complejo se 
realiza por interacciones homofílicas entre secuencias polipeptídicas designadas como dominios 
efectores de muerte (DED, del inglés death effector domain), que están presentes en ambas 
proteínas. La asociación Fas/FADD y procaspasa 8 forma un complejo denominado Complejo de 
señalización de muerte (DISC, por sus iniciales en inglés Death Inducing Signalling Complex). La 
procaspasa 8 es activada en el DISC por una proteólisis y actúa sobre las procaspasas 3, 6 y 7 
que coordinan la muerte celular. Algo muy similar sucede con el receptor TNF-R1 (22, 23). La 
inhibición de esta ruta es realizada por proteínas que contienen dos DED y que se unen 
al complejo CD95-FADD. Esto inhibe el reclutamiento y la activación de la caspasa-8, 
antiguamente conocida como FLICE, de ahí el nombre de proteínas inhibidoras de FLICE (FLICE-
inhibitory proteins, FLIP)(Thome et al. 1997; Bertin et al. 1997; Yeh et al 2000).  
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Figura 3. Vía extrínseca de la apoptosis celular. Adaptado de Gross y Yin 1999 
 
1.3.3.2. Vía intrínseca 
Durante décadas se consideró a la mitocondria como un organelo encargado exclusivamente de 
oxidar sustratos, produciendo agua en un proceso acoplado a la fosforilación en la producción 
de ATP. En la actualidad se sabe que en la mitocondria existe un proceso latente de transporte 
cuya activación se presenta bajo ciertas condiciones y se traduce en la permeabilización de la 
membrana mitocondrial a iones que incluyen el calcio (Verhagen et al 2000). El poro se abre 
cuando hay un exceso de calcio y fosfato, lo que despolariza la mitocondria y desacopla la 
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cadena respiratoria. El poro de permeabilidad transicional mitocondrial (PTPm), favorece la 
cascada de caspasas y favorece la muerte celular al liberar factores inductores de apoptosis 
como el citocromo c, factores de fragmentacion del núcleo y proteínas como SMAC/DIABLO que 
neutralizan los inhibidores endógenos de la apoptosis (AIF, por sus iniciales en inglés Apoptosis 
Inducing Factor). Recientemente se ha identificado un inhibidor de las IAPs de mamíferos, 
denominado Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) (G. Wu et al.) o DIABLO 
( direct IAP-binding protein with low pI ) ( Verhagen AM, 2000). Smac/DIABLO se une a los 
miembros de la familia de las IAPs y neutraliza su actividad antiapoptótica. La liberación al 
citosol celular de Smac/DIABLO induce apoptosis, presumiblemente siguiendo las mismas rutas 
de salida que el citocromo C. Por tanto, si una célula está comprometida a sufrir apoptosis y 
libera el contenido mitocondrial al citosol, entonces Smac/DIABLO secuestra las proteínas IAPs 
y desencadena toda una cascada de ruptura y señalización intracelular inhibiendo el retorno al 
ciclo celular normal. La proteína de translocación mitocondrial (TSPO) de 18 KDa, interactúa 
con VDAC para desempeñar un papel en la apoptosis. En este contexto, TSPO parece participar 
en la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular. Esta generación de ROS 
induce la activación de la vía mitocondrial de la apoptosis. ROS son conocidos por ser capaces de 
liberación de citocromo C (Orrenius et al 2007; Veenman et al 2008). Por tanto, la mitocondria 
secuestra un potente cóctel de proteínas proapoptóticas. (Li P et al 1997). 
Evidencias recientes indican que la caspasa 2 puede estar directamente involucrada en la 
liberación de citocromo C desde la mitocondria hacia el citoplasma en las células apoptóticas 
(Orrenius et al 2007). Esta caspasa es la más conservada y fue la primera clonada en humanos. 
Se activa tempranamente en respuesta a stress genotóxico, pudiendo funcionar como 
modulador de la señalización apoptótico mitocondrial. Recientemente se han demostrado que la 
activación de la caspasa 2 ocurre dentro de un complejo multiproteico, con proteínas inducidas 
por el gen supresor tumoral p53, PIDD (del inglés p53-induced protein with death domain), las 
proteinas adaptadoras de muerte RAIDD y otras proteínas (Tinel A 2004). La más prominente 
entre ellas es el citocromo C. Varios trabajos han revelado que, el citocromo C, además de su 
implicación en la fosforilación oxidativa mitocondrial, es uno de los componentes requeridos 
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para la activación de la caspasa-9 en el citosol (Li P et al 1997). Este paso es considerado clave y 
de no retorno en el inicio del proceso apoptótico: inicialmente se da la permeabilización de la 
membrana externa y por consiguiente la liberación de citocromo C, una vez en el citoplasma, el 
citocromo C, junto a la molécula adaptadora Apaf-1 participa en la formación del complejo del 
apoptosoma, lo que resulta en el reclutamiento y procesamiento de la procaspasa 9 hacia su 
forma activa (caspasa 9), en presencia de ATP. Subsecuentemente la caspasa 9 rompe y activa 
las procaspasas 3 y 7 (caspasas efectoras) que son las responsables del clivaje de varias 
proteinas que llevan a las características bioquímicas y morfológicas de la apoptosis (Gogvadze 
V 2006; Amarante et al 1999). 
1.3.4. Hipótesis propuestas 
Hipótesis de la cascada amiloide  
Sugiere que el proceso neurodegenerativo observado en los cerebros con EA vendría dado 
principalmente como consecuencia de los eventos citotóxicos desencadenados por la formación, 
agregación y depósito de los péptidos amiloides (β-A) (Hardly et al 1992; Castello et al 2013). 
Esta hipótesis ha sido muy apoyada por parte de los investigadores debido a los hallazgos 
genéticos en estudios de biología molecular, abriendo nuevas líneas de investigación en la 
búsqueda de fármacos para el tratamiento de la EA, tales como, inhibidores de la β y γ-secretasa 
o potenciadores de la α-secretasa (Huang et al 2002). 
Según esta hipótesis, el inicio de la EA seguiría el siguiente proceso: la proteína precursora del 
amiloide (APP) provocaría un exceso en la producción de péptido β-A y/o un defecto de su 
eliminación (Huang et al 2002; Hardly et al 1992). La proteína β-A se obtiene a partir del 
catabolismo de la APP, una proteína de la membrana plasmática con un solo dominio (una parte 
intracelular y otra extracelular) que se encuentra en diferentes tipos de células, entre ellas 
neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células gliales (Haass et al 2012; Mucke et al 2012). 
Está codificada por un gen localizado en el cromosoma 21, que al expresarse da lugar a 8 
isoformas, de las cuales APP695 es la más abundante en el cerebro. Esta proteína es escindida 
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por las enzimas α, β y γ-secretasas, y un complejo de proteínas que contienen el gen de la 
presenilina (PSEN1) (Haass et al 2012). En una situación fisiológica, siguiendo la vía no 
amiloidogénica, la APP es catabolizada por la α-secretasa, produciendo un fragmento (s)APPα 
que permanece en el espacio extracelular, y un fragmento carboxi-terminal de 83 aminoácidos 
(C83), que queda anclado en la membrana plasmática. (s)APPα regula la excitabilidad neuronal, 
mejora la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la memoria, y aumenta la resistencia de las 
neuronas al estrés oxidativo y metabólico (Hardly et al 1992; Mucke et al 2012). Sin embargo, 
en una situación neuropatológica, la APP se metaboliza por la vía amiloidogénica, en la que 
BACE (β-secretasa 1) fragmenta APP por el extremo N-terminal y la γ-secretasa lo hace por el 
extremo C-terminal, obteniendo los fragmentos (s)APPβ y β-A 40/42, que quedan en el espacio 
extracelular, y un fragmento C-terminal de 99 aminoácidos (C99), que puede ser transportado 
hacia el interior de la célula y translocado al núcleo, donde podría inducir la expresión de genes 
que promueven la muerte neuronal por apoptosis (Hardly et al 1992; Haass et al 2012). 
La APP regula la supervivencia neuronal, la protección frente a estímulos externos tóxicos, el 
crecimiento de neuritas, la plasticidad sináptica y la adhesión celular, pero cuando se 
transforma en los péptidos β-A 40/42 interfiere en las sinapsis, disminuye la plasticidad 
neuronal, altera el metabolismo energético y el de la glucosa, induce estrés oxidativo y 
disfunción mitocondrial, y perturba la homeostasis del calcio celular (Haass et al 2012). 
 La escisión diferencial por la γ-secretasa 
La actividad γ-secretasa produce diferentes péptidos β-A. β-A 40 es la especie predominante, 
mientras que β-A 42 es el principal componente de las placas seniles. El péptido β-A 42 es a la 
vez más propenso a la agregación y neurotóxico que β-A 40 y se ha propuesto la hipótesis que 
representa a la especies patógenas β-A. De esta manera, β-A 42 se oligomeriza y acumula en 
forma de placas seniles en el sistema límbico y la corteza asociativa, ejerciendo así efectos 
tóxicos en las sinapsis neuronales. En una segunda etapa, habría una respuesta glial, activación 
de los astrocitos y la microglía circundante, que liberaría citocinas o componentes del sistema 
del complemento dando lugar a respuestas inflamatorias. Asimismo, se instaura un estrés 
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oxidativo en la neurona y se produce una alteración en la homeostasis del ion calcio, lo que 
provoca la hiperactivación de las proteínas cinasas y la inactivación de las fosfatasas. Por esta 
razón, la proteína tau se encuentra hiperfosforilada y forma los ovillos neurofibrilares, los 
cuales se acumulan en las sinapsis y en los cuerpos neuronales ocasionando la muerte neuronal 
por apoptosis y un déficit de neurotransmisores. Toda esta cascada de procesos concluye en la 
demencia. 
Así, tanto las proteínas β-A (principalmente la β-42) y tau han sido los principales objetivos 
para terapias modificadoras de la EA (Huang et al 2002). Desde este punto de vista, la EA podría 
ser prevenida o tratada eficazmente por la disminución de la producción de β-A 42 y la 
fosforilación de la proteína tau, además de la prevención de la agregación o mal plegamiento de 
estas proteínas, neutralizar o eliminar las formas agregadas o mal plegadas tóxicas de estas 
proteínas, o una combinación de estas modalidades (Huang et al 2002; Castello et al 2013) 
Actualmente se están proponiendo hipótesis alternativas, como la de la alteración de la 
actividad mitocondrial, la hipótesis de la neuroinflamación y la hipótesis sobre el papel del 
metabolismo, concretamente el colesterol y la insulina (Castello-Soriano et al 2014; De Felice et 
al 2014). Finalmente, se ha propuesto la hipótesis dendrítica de la EA (Cochran et al 2014). 
Todo ello confirma la complejidad de esta enfermedad, a lo que se suma que el mecanismo de 
muerte neuronal por apoptosis aún no se conoce del todo. 
1.4. INFLAMACIÓN Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
La inflamación cerebral es una característica patológica de la EA. Sin embargo, las características 
inflamatorias tales como: hinchazón, calor y dolor no están presentes en el cerebro, y por lo 
tanto nos referimos a la inflamación aguda (Akiyama et al.). Un rasgo característico de los 
tejidos inflamados es la presencia de un mayor número de monocitos, así como los macrófagos 
tisulares derivados de monocitos, es decir, células de microglía en el SCN (Akiyama et al.; 
Mitchell R 2003). La inflamación se produce claramente en regiones patológicamente 
vulnerables en el cerebro con EA, con una mayor expresión de proteínas de fase aguda y 
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citoquinas proinflamatorias que son apenas evidente en el cerebro normal (Griffin and Mrak 
2002).  
La microglía, astrocitos y neuronas son responsables de la reacción inflamatoria. Las células 
activadas producen mediadores inflamatorios tales como citoquinas proinflamatorias, 
quimiocinas, proteínas inflamatorias de macrófagos, proteínas quimio-atrayente de monocitos, 
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, factores de coagulación, las especies reactivas de 
oxígeno (radicales y otros), óxido nítrico, factores de complemento, proteasas, la proteasa 
inhibidores, pentraxinas, y la proteína C reactiva (Tuppo y Arias 2005; Rubio-Perez et al 2012). 
Los ovillos neurofibrilares y la β-A desencadenan una reacción inflamatoria crónica para que la 
microglía activa pueda aclarar estos desechos. β-A es un péptido de 42 aminoácidos producido 
por la escisión proteolítica selectiva transmembrana de proteínas precursoras amiloide (APP) 
por β- y α-secretasa.  Estas placas contienen neuritas distróficas, microglía activada y astrocitos 
reactivos (Lucin y Wyss-Coray 2009; Guerreiro et al. 2013). 
Las fibrillas amiloides y los mediadores inflamatorios secretados por las células de la microglia y 
astrocitos contribuyen a la distrofia neuronal (Liu y Bian 2010; Fleisher-Berkovich et al. 2010). 
Los mediadores inflamatorios y una serie de condiciones de estrés, a su vez, aumentan la 
producción de APP y el procesamiento amiloidogénico de APP para inducir β-A 42. Estas 
circunstancias también inhiben la formación de la fracción de APP soluble que tiene un efecto 
protector neuronal (Sastre et al 2008; Ojala et al. 2009). Crónicamente la glia activada puede, 
además, matar neuronas adyacentes mediante la liberación de productos altamente tóxicos tales 
como productos intermedios de oxígeno reactivo, el óxido nítrico (ON), enzimas proteolíticas, 
factores complementarios, o aminoácidos excitatorios  (Ralay Ranaivo et al. 2006). Igualmente, 
la astrogliosis reactiva es una característica bien conocida de la EA, pero su acción como tal no 
se conoce bien.  La astrogliosis reactiva tiende a ser relativo a través de los años; de tal manera 
que los astrocitos reactivos están íntimamente asociados con las PS o depósitos difusos de 
amiloide y rodeados con capas densas como si formaran cicatrices en miniatura alrededor de 
ellos.  Los astrocitos reactivos pueden contener cantidades sustanciales de las diferentes formas 
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de β-A, incluyendo la isoforma 1-42 (β-A 42), así como las formas truncadas (Nagele et al. 2004; 
Braak et al 2000).  
Por otra parte, β-A induce la expresión de citoquinas proinflamatorias en las células gliales en 
un círculo vicioso (Abbas et al. 2002; Boche, Perry; Nicoll 2013) y la activación de la cascada del 
complemento (Benzing et al. 1999; von Bernhardi et al 2010) y la inducción de sistemas de 
enzimas inflamatorias tales como: el óxido nítrico sintasa inducible  (iNOS) y la enzima 
ciclooxigenasa (COX2). Existen líneas de evidencia que sugieren que todos estos factores 
pueden contribuir a la disfunción neuronal y muerte celular (Wang et al. 2010; Klein et al. 2010) 
dando a su vez, las características histopatológicas de la EA que incluyen una gran cantidad 
extracelular de placas seniles compuestas por placas β-A y ovillos neurofribrilares  
intracelulares, que son inclusiones de proteína tau hiperfosforilada en regiones selectivas del 
cerebro (Koistinaho et al 2004).  
Por otra parte, los astrocitos procedentes de pacientes con demencia muestran 
significativamente una disminución de la complejidad en comparación con los astrocitos del 
cerebro sano. En el modelo animal 3xTg-AD, que se asemeja mucho a la patología Alzheimer en 
humanos, los astrocitos rodean la neurona con placas amiloides (Rodrıíguez et al 2009; 
Olabarria et al 2010). Los astrocitos también desempeñan un papel protector importante en la 
EA. Mientras Las células microgliales son la fuerza impulsora en la formación de las placas 
seniles (PS), los astrocitos son cruciales en la degradación de la placa como lo demuestra la 
reconstrucción tridimensional ultraestructural de placas clásicas de humano en diferentes 
etapas de desarrollo neuronal. Esto se observó en los péptidos β-A porque son preferentemente 
interiorizados por astrocitos y se degradan por procesos hipertróficos, lo que impide la 
formación de los depósitos de β-A extracelular. El mecanismo exacto por el cual astrocitos 
reconocen y degradan β-A no se conoce a ciencia cierta, pero la ApoE, que se expresa casi 
exclusivamente en astrocitos, se ha propuesto ser la responsable de esta acción celular. Esta 
última es esencial para que los astrocitos se atraigan químicamente, internalicen y degraden 
depósitos β-A en las secciones del cerebro. Al igual los astrocitos también ejercen efectos 
protectores en EA mediante la inhibición de microglia activada.  
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En otro estudio (Csuka et al. 1999) la Inducción de TGF-β1 por β-A en los astrocitos, puede 
suprimir iNOS y la actividad en la microglía activada. Sin embargo, la incapacidad de los 
astrocitos para degradar correctamente β-A es resultado de la acumulación neuronal de β-A. 
Además, los astrocitos se activan por β-A acumulada y producen mediadores inflamatorios, tales 
como IL-1β y TNF-α, que pueden inducir daño neuronal. Por otra parte, la β-A inducida TNF-a 
aumenta la liberación del glutamato dependiente de calcio, lo que puede llevar a la muerte 
neuronal en EA. El estrés oxidativo también se ha ligado a la toxicidad por β-A por la 
estimulación en la producción de ROS y la disminución en los niveles de GSH en astrocitos. 
Además, β-A altera el metabolismo de la glucosa en los astrocitos, que conduce a la alteración de 
la viabilidad neuronal (Allaman et al 2010). Dicho esto, el deterioro en la transmisión 
glutamatérgica asociado con la excitotoxicidad causada por β-A, se encuentra implicado en la 
progresión de la  EA. El transportador de glutamato, GLT1, que es preferentemente localizado en 
los astrocitos, es el principal mediador de glutamato (Wegrzynowicz et al 2011). En resumen, 
los astrocitos reactivos pueden degradar depósitos  extracelulares de β-A 42 (Wyss-Coray et al. 
2003) y que esta función se atenúa en astrocitos de ratón ApoE -/- (Koistinaho et al 2004), lo 
que sugiere que los astrocitos reactivos podrían desempeñar un papel importante en la 
progresión y la gravedad de EA.  
1.4.1. Citoquinas pro-inflamatorias en el cerebro.  
La evidencia experimental y clínica ha demostrado el aumento de la síntesis de citoquinas pro-
inflamatorias tales como TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-18, y la activación de sus receptores afines 
en el cerebro EA (Sastre et al 2006b; Benzing et al. 1999).   
La unión a la superficie de la célula microglial con Aβ induce la expresión de genes pro-
inflamatorios y da como resultado la elevación de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNFα, 
IL-1β, IL-6, IL-18, que conducen a la hiperfosforilación de tau y la pérdida neuronal (von 
Bernhardi et al 2010). Además, los estudios muestran que los niveles transcripcionales para los 
genes de marcadores pro-inflamatorios tales como TNF e IL-1β estuvieron elevados en la EA, 
específicamente en respuesta a tau (Wang et al. 2010). Como se indicó anteriormente, la 
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inflamación crónica podría ser la consecuencia de la patología EA que exacerba aún más los 
efectos perjudiciales ejercidos por β-A y tau. Sin embargo, esta interpretación se ha cuestionado 
y nuevos datos asumen que la neuroinflamación también puede ser una causa de la EA por el 
aumento de la β-A y la fosforilación de tau en el cerebro (Wang et al. 2010). En apoyo de esto, un 
estudio previo ha puesto de manifiesto que los ratones transgénicos inyectados con LPS, 
inducen la neuroinflamación provocando así una deposición intracelular de β-A (Lee et al. 2008; 
Sheng et al 2003) y la fosforilación de tau  en el cerebro. Sin embargo, estudios previos 
indicaron que los efectos sinérgicos también pueden ocurrir entre las citoquinas pro-
inflamatorias y β-A, tales como, el IFNγ en sinergia con β-A causando mayor liberación de 
especies como: TNFα y nitrógeno reactivo que es tóxico para las neuronas y para la glía. Por 
tanto, la expresión temprana de citoquinas pro-inflamatorias en el cerebro por las células 
neuronales, los astrocitos y células endoteliales, probablemente juega un papel importante en el 
desarrollo de la enfermedad. De esa misma manera, los microvasos cerebrales en la EA liberan 
niveles significativamente más altos de citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo el TNFα, IL-1β, 
IL-6 que en microvasos de los controles de la misma edad (Grammas 2001). La 
microvasculatura cerebral; participa en un ciclo destructivo de eventos en los que la inflamación 
precede a la deposición de β-A y a su vez β-A promueve la liberación de mediadores 
inflamatorios.  
En este aspecto, la exposición de las células endoteliales del cerebro a β-A inicia una serie de 
respuestas pro-inflamatorias. Esto es apoyado por investigaciones que expusieron células 
endoteliales de cerebro humano cultivadas con β-A 1-40,  observando la regulación la expresión 
de genes pro-inflamatorios como IL-1β y IL-6, lo cual fue confirmado por análisis de RT-PCR 
cuantitativa (Vukic et al. 2009). Estos resultados también sugieren que la microcirculación 
cerebral contribuye con citoquinas proinflamatorias en el cerebro con EA y puede estar 
implicada en la patogénesis de la lesión neuronal y la muerte en este trastorno. Además, varios 
estudios (Holmes et al. 2009; Hugh et al 2007) sugieren que la inflamación sostenida causada 
por las citoquinas pro-inflamatorias puede contribuir al deterioro cognitivo en pacientes con 
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EA. De hecho, (Capuron y Miller 2011) han propuesto diversas opiniones recientes sobre las 
vías para el transporte de las citoquinas pro-inflamatorias al cerebro en la circulación sistémica.  
Igualmente, también podría ser que β-A través de la BHE de la periferia en el cerebro, esté 
mediada por RAGE (Takuma et al. 2009). Y la  unión de β-A con el RAGE en microglia permite a 
la microglia someterse a la activación sostenida y la respuesta inflamatoria, lo que resulta en un 
aumento de citoquinas proinflamatorias. Basándose en estos hallazgos, se puede prever que en 
el cerebro, las citoquinas pro-inflamatorias pueden ser consideradas como un biomarcador de 
EA. Esto es apoyado por los datos en modelos de ratones triple transgénicos de EA. Donde el 
aumento de los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β con un 
anticuerpo neutralizante redujo drásticamente la actividad de varias quinasas y los niveles de 
tau fosforilada (p-tau), así como, también redujo la carga de oligómeros y β-A fibrilar (fAβ). Por 
lo tanto, parece que cualquier respuesta inflamatoria significativa dentro del tejido cerebral se 
asocia con disfunción de citoquinas pro-inflamatorias, elevando el uso potencial de citoquinas 
pro-inflamatoria medida como un marcador sustituto para una respuesta inflamatoria local en 
la EA. 
1.4.1.1. TNFα  
El factor de necrosis tumoral es un polipéptido de 157 aminoácidos, producido por el sistema 
inmunitario que interviene principalmente en la lucha contra las células  y de defensa del 
huésped, remodelación, inflamación, curación de heridas y puede también inducir choque 
séptico y caquexia. La producción exagerada lleva a enfermedades inflamatorias crónicas. Son 
producidos por los monocitos activados o por lo linfocitos T respectivamente, células esenciales 
en el sistema de defensa inmunitario. Los dos factores de necrosis tumoral destruyen 
los tumores provocando su necrosis. También intervienen en la fase inflamatoria en caso 
de infección por lo que se utilizan anti-TNF para aliviar las inflamaciones. Pertenece a una 
familia de ligandos que activan a una familia correspondiente de receptores que inician señales 
para la proliferación celular y apoptosis, y que están en casi todas las células.  
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1.4.1.2. Receptores de TNFα 
Hay dos receptores transmembrana afines para TNF-α, denominado receptor de TNF 1 (TNFR1) 
(también conocido como TNFRSF1A / p55, CD120a) y TNFR2 (TNFRSF1B/p75, CD120b). Sus 
efectos biológicos se expresa y se regulan diferencialmente. La señalización a través de los 
receptores de TNF provocan respuestas celulares distintas, incluyendo la proliferación celular, 
la migración celular y la apoptosis mediada a través de la activación de varias cascadas de 
transducción de señal desencadenantes, que implican NFκβ, quinasa c-Jun N-terminal (JNK), 
p38, y las vías: ceramida-esfingomielinasa (Montgomery et al. 2013).  En el contexto de la EA, la 
supresión del gen TNFR1 en ratones transgénicos APP; reduce la deposición de PS y mejora los 
déficits cognitivos de la actividad del promotor bajo la regulación de BACE1. Por otra parte, se 
ha descrito que los altos niveles de TNFα intratecales se correlacionaron significativamente a la 
apoptosis intracerebral y la degradación neuronal (Llano et al 2012). Así mismo, la incubación 
de células neuronales humanas con TNFα condujo a la producción de Bcl-2. Estos datos indican 
la complejidad de la vía de señalización de TNF, y que es necesaria más investigación y para 
entender mejor los papeles específicos del TNFα en el contexto de la EA. 
1.4.1.3. IL-1β 
IL-1 es miembro de la familia de las citoquinas y se considera una de las principales citoquinas 
proinflamatorias en el cerebro. Desempeña un papel clave en el progreso de la EA. IL-1β se 
sintetiza y se libera por astrocitos y microglia activados en proformas pro-IL-1β, en el 
citoplasma en respuesta a diversos estímulos. Con el fin de generar una forma madura y 
bioactiva, pro-IL-1β debe ser escindido por la proteasa de caspasa-1, que se activa por 
complejos multiproteicos citosólicos denominadas inflamosomas.  
Estudios previos han identificado que la sobre-expresión de la citoquina IL- 1β liberada por 
astrocitos y microglia circundantes, producen placas β-A en el cerebro con EA y en modelos 
animales con EA en relación con los controles de la misma edad (Boutajangout-Wisniewski 
2013; Hunter et al. 2012) de modo que la producción de IL-1β también depende de la activación 
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de MAPK y rutas de señalización de NFκβ. Recientemente, los estudios demostraron claramente 
que IL-1β contribuyó al procesamiento de APP in vitro.  
Posteriormente, muchos investigadores confirmaron que la sobreexpresión de IL-1β estimulaba 
la fosforilación de tau y la formación de ovillos fibrilares a través de la activación de p38-MAPK 
y la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3), que afectan a la plasticidad sináptica, inhibiendo LTP y 
posteriormente la memoria y aprendizaje. Por lo tanto, el bloqueo o neutralización de IL-1β en 
un modelo de ratón EA podría proteger gran parte de los déficits cognitivos (Kitazawa et al. 
2011).  
Así mismo, IL-1β es conocido por ser capaz de inducir la expresión del ARNm de APP-β en las 
células endoteliales, lo que sugiere que la IL-1β aumenta en pacientes con EA y podría estar 
vinculada a la formación de β-A.  Posteriormente, se descubrió que la IL-1β era un factor que 
contribuye el inicio de la formación de neuritas distróficas con depósitos difusos β-A. Del mismo 
modo, en la exposición de  cultivos primarios de neuronas corticales de rata a S100β, esta 
promueve la formación de neuritas distróficas y la expresión del ARNm en APP-β (Xia et al. 
1998). En ese caso, IL-1β podría promover la formación de β-A y la degeneración neuronal a 
través de S100β presente en astrocitos reactivos. Además, el aumento de la IL-1β en pacientes 
con EA podría promover un aumento en la actividad de p38-MAPK, lo que podría conducir a la 
hiperfosforilación de Tau (Sheng et al. 2000).  
Se ha demostrado también, que IL-1β bloquea la señalización GSK-3β disminuyendo la 
fosforilación de tau y promoviendo la neurogénesis a través de la vía Wnt/β-catenina. Sin 
embargo, recientemente se ha sugerido que la IL-1β podría promover la eliminación de Aβ y así 
la conexión sináptica. Además, fAβ ha sido reportado para activar microglía, dando lugar a 
aumento de la síntesis y liberación de productos de secreción neurotóxicos, citoquinas pro-
inflamatorias tales como IL-1β y ROS (Rubio-Perez and Morillas-Ruiz 2012). Sobre la base de 
estos resultados, es interesante que los depósitos de β-A puedan ser tanto una causa como una 
consecuencia de la expresión de IL-1β en pacientes con EA. Por lo tanto, IL-1β puede jugar un 
papel complejo en la patogénesis de la EA. 
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Los interferones tienen una variedad de efectos bien descritos como los de antiviral, antitumoral 
y la actividad inmunomoduladora. Hay varios tipos de interferones (IFNα, -β, -ω, -ε, -κ) y son 
producidos por la mayoría de las células, mientras que NK, NKT y las células T son las fuentes 
primarias de interferones de tipo II (IFNγ). Siendo así, los Tipo I y tipo II forman componentes 
del receptor de interferón (IFNAR1/2 y IFNG1/2, respectivamente) se expresan en la mayoría 
de las células nucleadas, lo que sugiere que ambos tienen el potencial de actividad 
generalizada (Hall y Rosen 2010). En este trabajo se hizo mayor énfasis en el IFNγ por la 
importancia que lleva entre la interacción y cambios en los astrocitos en cultivos de glia mixtos. 
De ahí que, IFNγ es una citoquina importante, pues se sabe que influyen en la expresión de β-A, 
actúan también a través del MHC de transactivador Clase II, el regulador maestro de la 
expresión de genes MHC II (O’Keefe et al 1999).   
El Factor Estimulante de Colonias  M-CSF basal es inducido por IFNγ (Sunhee et al 1993). Sin 
embargo, la relevancia de estos hallazgos en el cerebro humano adulto está todavía por 
determinar. IFNγ no sólo afecta a la respuesta inmune mediante la inducción de la expresión de 
proteínas de la superficie celular, también produce cambios en el sistema glial, produciendo 
citoquina y quimiocinas.  En suma, la proteína-10 (IP-10; CXCL10) es producida por una 
variedad de células en el cerebro en respuesta a IFNγ. Las funciones de las quimiocinas están 
presentes en el tráfico selectivo de leucocitos, la migración de la glía y la proliferación de 
diversos tipos de células (de Haas et al. 2007). La función de  IP-10 estimulada por IFNγ es de 
unirse al receptor de la proteína G acoplado a CXCR3 dando lugar a la inflamación celular.  
1.4.1.5. Receptor y señalización de IFNγ 
El receptor de interferón-gamma es un heterodímero de dos cadenas: IFNGR1 y IFNGR2 (Bach 
et al 1997; Pestka et al 1997). En las células no estimuladas, estas subunidades no están pre 
asociados uno con el otro, sino más bien se asocian a través de sus dominios intracelulares 
específicos con formas inactivas de la familia Janus quinasas (JAK1 y JAK2).  JAK1 y JAK2 
asociada constitutivamente con IFNGR1 y IFNGR2, respectivamente. La unión de IFN-γ a IFNGR1 
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induce la rápida dimerización de las cadenas de IFNGR1, formando de este modo un sitio que es 
reconocido por el dominio extracelular de IFNGR2. El conjunto del complejo receptor completo 
inducida por el ligando, contiene dos subunidades IFNGR1 y dos IFNGR2, que ponen en estrecha 
yuxtaposición los dominios intracelulares de estas proteínas junto con las quinasas JAK1 y JAK2 
inactivos que se asocian.  
En este complejo, JAK1 y JAK2 se activan uno al otro y luego fosforilan IFNGR1, formando de 
este modo un conjunto de sitios emparejados de STATs acoplados sobre el receptor ligado. Dos 
moléculas STATs luego asocian con los sitios de acoplamiento emparejados, se ponen en 
estrecha proximidad con receptores activados asociado JAK quinasas, y se activan por 
fosforilación de las STATs. Las moléculas de STATs fosforilados en tirosina se disocian de su 
atadura del receptor y forman complejos homodiméricos. Las STATs activadas se translocan al 
núcleo y después se unen a una secuencia específica en el promotor de la región de genes de 
IFNγ, induciendo efectos de transcripción sobre el gen. Del mismo modo, IFN de tipo I actúa a 
través del receptor heterodimérico tipo I de IFN (IFNAR) que se expresa en células gliales.  La 
dimerización de IFNAR1 y IFNAR2 conduce a la fosforilación de TYK2 y JAK1 con la posterior 
activación de los miembros de STAT y la transcripción de genes de IFN. Igualmente,  la 
inhibición de JAK2 juega un papel importante en el tratamiento de pacientes con el trastorno 
auto-inflamatorios, que se ha sido investigado in vitro, con una reducción en la transcripción de 
IFNγ  en los linfocitos (Hall y Rosen 2010).   
En cuanto a, la regulación negativa de IFN implica dos procesos principales: 
1.-  La inducción de los reguladores negativos SOCS1, SOCS3 y USP18. Estos mediadores son 
inducidos por IFN de tipo I como parte de un bucle de retroalimentación negativa. SOCS 1/3 
compiten con STAT, mientras que USP18 desplaza JAK1, actuando sobre el receptor de IFN. 
2.- Los microRNAs son inducidos y proporcionan regulación de la transcripción de 
genes (Ivashkiv y Donlin 2014). 
La regulación cruzada entre los IFN tipo I y las citoquinas pro-inflamatorias impulsan la 
patogénesis de las enfermedades inflamatorias. De esta manera (Banchereau et al 2004), 
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propusieron que un desequilibrio entre estas dos citoquinas, conduce a la acción excesiva e 
incontrolada de TNF o IFN de tipo I, que resulta en fenotipos distintos de enfermedad 
autoinmune.  
1.5. MOLÉCULAS NEUROPROTECTORAS  
1.5.1. Melatonina 
La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona producida principalmente 
por la glándula pineal. Regula el ciclo sueño-vigilia, y se utiliza para controlar los trastornos del 
sueño y del ritmo circadiano, aunque también se ha demostrado tener acciones moduladoras 
sobre el sistema inmune y la respuesta antioxidante (Tan et al. 2007). Como ya se ha 
mencionado, la glándula pineal es la principal fuente de secreción de esta hormona pero 
también es secretada por sitios como la retina, el intestino, la médula ósea y la glándula 
harderiana, entre otros. La secreción de melatonina por la glándula pineal sigue un ritmo diario 
(ritmo circadiano) con concentraciones muy bajas durante el día (10-12 pg/ml) mientras que 
por la noche se estimula la síntesis por lo que los niveles en plasma se elevan (80-150 pg/ml) 
alcanzando los valores máximos entre medianoche y las 3 de la madrugada. El proceso de 
secreción de la melatonina está controlado por el ciclo de luz y oscuridad. 
La melatonina actúa como resultado de la unión a receptores de alta afinidad (MT1 y MT2) 
expresados en células inmunocompetentes, promoviendo los efectos anti-inflamatorios (Nair et 
al. 2011). La melatonina y sus metabolitos están implicados en la modulación del estrés 
oxidativo (Ritzenthaler et al. 2013) en el accidente cerebrovascular agudo humano. Actúa 
mediante la prevención del aumento de la actividad iNOS y eNOS, y también por la disminución 
de la liberación de glutamato previniendo la excitotoxicidad (KOH 2008). Estos dos últimos 
efectos están mediados por la activación de receptores de melatonina MT2 (Chern et al. 
2012) . Además, debido a su perfil neuroprotector, la melatonina es potencialmente útil para 
enfermedades neurodegenerativas (Pandi-Perumal et al. 2013) , aunque los ensayos clínicos 
aun no son concluyentes. 
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1.5.1.1. Receptores de melatonina 
En los mamíferos, las funciones fisiológicas de melatonina están mediadas a través de dos 
subtipos de receptores alta afinidad de membrana, es decir, MT1 (o Mel1A o MTNR1A) y MT2 (o 
Mel1B o MTNR1B), cuya activación puede conducir a la diferencia de las respuestas 
celulares. Ambos subtipos son miembros de los receptores de siete dominios transmembrana 
acoplados a proteína G (GPCR) (Ekmekcioglu 2006; Jockers et al. 2008).  El receptor MT1 media 
su acción inhibidora aguda en SCN directamente a la neurona, mientras que el receptor MT2 
media la fase efecto de desplazamiento sobre la actividad neuronal en SCN, como se muestra en 
ratones transgénicos con alteración dirigida del receptor MT1 (Dubocovich et al. 1998; Jin et al. 
2003; Pfeffer et al. 2012).  Anteriormente, se estudió la distribución de MT1 en el hipotálamo 
humano postmortem por inmunocitoquímica (Wu et al. 2006). MT2 se encontró presente en el 
hipocampo y en la corteza humana (Brunner et al. 2006; Savaskan et al. 2005) mediante el uso 
de anticuerpos desarrollados (Angeloni et al. 2000). Hasta el momento no se disponía de 
información sobre la distribución de MT2 en el hipotálamo humano. 
1.5.1.2 Regulación y función de la melatonina en el cerebro 
Los posibles efectos neuroprotectores de la melatonina pueden residir en un gran número de 
funciones fisiológicas, incluyendo su propiedades antioxidantes, sus interacciones con vías de 
señalización intracelular, y la regulación de la supervivencia celular o genes apoptóticos, y la 
función mitocondrial (Barbeito et al. 2004; Carpentieri et al. 2012; Verkhratsky et al. 2010). 
Pocos estudios se han realizado con cultivos primarios de células gliales mixtas a fin de evaluar 
las propiedades de la melatonina y la neuroinflamación. Se ha comprobado que la liberación de 
melatonina es un proceso de fototransducción que se estimula en oscuridad: el ojo envía señales 
nerviosas a través del tracto retinohipotalámico, hace escala por el núcleo supraquiasmático, 
sale por la médula al ganglio cervical superior, y de allí a la glándula pineal (donde finalmente se 
produce melatonina). Por tanto, la glándula pineal es un transductor neuroendocrino. (Ver 
figura 4).  
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 



















Figura 4. La síntesis de melatonina se produce durante la escotofase y se reduce de forma importante 
durante la fotofase.  Adaptado de Reyes-Prieto, Velázquez-Paniagua y Prieto-Gómez 2009 
 
 
Aunque los astrocitos y microglía son dos tipos de células gliales distintas en el sistema nervioso 
central, son diferentes en la morfología y propiedades funcionales, metabólicas con receptores 
MT1 y MT2  y son consideradas como células inmunes activas pero, en algunos casos, comparten 
las respuestas inmunes innatas comunes como la de ser captadores de melatonina como 
antioxidante en respuesta a procesos inflamatorios liberadores de ON (Jeong et al. 2012; 
Verkhratsky A. 2010). Por otra parte, los astrocitos ejercen funciones importantes en el cerebro, 
entre ellas la síntesis de factores neurotróficos, la homeostasis de iones, y la regulación de la 
concentración del glutamato extracelular (Verkhratsky 2007; Bhat et al. 2002). Además las 
células gliales juegan un papel crucial en la normalidad el funcionamiento del SNC en conjunto 
con melatonina ya que mejoran la conductividad sináptica y ejercen el papel de 
neurotransmisión entre glia y neuronas (Verkhratsky  2007).  
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1.5.1.3. Relación entre melatonina y leptina  
Existe evidencia científica validada de la relación entre hormonas y sus efectos antinflamatorios 
y metabólicos, sin embargo, en el estudio de la melatonina se conoce que disminuye con el 
envejecimiento en los seres humanos y en roedores, mientras los niveles de grasa visceral, 
insulina y leptina aumentan (Rasmussen et al. 1999). En el mismo estudio, la corticosterona y 
T4 no se alteraron significativamente en el tratamiento con melatonina en el envejecimiento. 
Por otra parte, mientras que la testosterona en plasma, IGF-I y T3 se redujo en la mediana edad, 
estos cambios no fueron afectados por el tratamiento con melatonina.  
La melatonina disminuye la adiposidad visceral, los niveles de leptina e insulina en sangre, sin 
alterar la ingesta de alimentos (Wolden-Hanson et al. 2000).  Por ello, estos datos fueron 
tomados en conjunto y practicándose una pinealectomía en ratones C57Bl/6, para ver el 
aumento de la leptina, los hallazgos sugirieron, que la melatonina ejerce un efecto inhibitorio 
sobre la liberación de leptina en el tejido adiposo (Canpolat et al. 2001). De igual manera, se ha 
investigado el síndrome de comer por la noche (NES) en pacientes con trastornos de insomnio y 
deficiencia de receptores MT1 y esto puede proporcionar datos cobre el vínculo entre la grasa 
corporal, la leptina y la melatonina. Los pacientes con NES son típicamente obesos, y tienen 
anorexia matutina, hiperfagia por la noche e insomnio. Los análisis del perfil neuroendocrino de 
estos pacientes, ha revelado mayor nivel de cortisol, así como disminución de la melatonina 
nocturna circulante en sangre y aumento en los niveles de leptina en plasma (Birketvedt et 
al.1999). Los base molecular de estas alteraciones conductuales y hormonales queda por 
determinar aun. 
1.5.2. Leptina 
Desde el descubrimiento de la leptina como un importante adipoquina anoréxica que actúa 
sobre el hipotálamo para reducir la ingesta de alimentos, la mayoría de los investigadores se han 
centrado en las funciones neuronales de la leptina en SNC. Los niveles séricos de leptina en 
personas con peso normal oscilan en el rango de 3-18 ng/ml, existiendo niveles más elevados en 
la mujer que el hombre; aunque en individuos con un índice de masa corporal (IMC) superior a 
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30 se pueden encontrar valores de 30 ng/ml o incluso superiores. Tiene una vida media similar 
en individuos obesos y no obesos, de cerca de 25 minutos en el caso de la endógena y de 90 
minutos aproximadamente en el caso de la leptina exógena (Loffreda et al. 1998). 
La leptina es una proteína de 16 kDa producida principalmente por el tejido adiposo en la 
periferia. La leptina  cruza la barrera hematoencefálica (BHE) por un sistema de transporte 
saturable para producir acciones proinflamatorias neurotróficas y neuromoduladores. Es 
secretada por los adipocitos de tal forma que la leptinemia es reflejo de las reservas grasas del 
cuerpo estableciendo entonces un circuito de retroalimentación negativa donde la leptina 
circulante inhibe en el núcleo arqueado del hipotálamo la producción de NPY. De igual modo, 
Participa en la regulación del balance energético, procesos inflamatorios, la regulación inmune, 
la formación sináptica, la condensación de la memoria, y las actividades neurotróficas (Folch et 
al. 2015).  
Las neuronas neuropeptidérgicas del núcleo arqueado señalizan al núcleo paraventricular y al 
área hipotalámica lateral donde se encuentran los centros reguladores del apetito y allí 
provocan la producción de péptidos estimulantes del apetito y la vigilia como la orexina o el 
propio NPY que a su vez señalizan sobre los centros del tronco encefálico, (entre ellos el 
complejo vagal que es otro importante centro de producción de sustancias orexigénicas) y sobre 
los núcleos colinérgicos del pros encéfalo basal y la corteza, produciendo la sensación de 
hambre.  
En las últimas dos décadas, el sistema de transporte de leptina a través de la BHE juega un papel 
crucial en muchas formas de la obesidad y la resistencia a la leptina, siguiendo el papel clásico 
de (Banks y Kastin 1996). Este sistema de transporte puede ser regulado por muchos factores 
fisiológicos o patológicos, incluyendo la obesidad inducida por la dieta (Levin et al. 2004), 
lesiones cerebrales, tratamiento con leptina, triglicéridos, los agentes de α1-adrenérgicos y la 
glucosa e insulina. Los cambios dinámicos de transporte de leptina indican que la BHE está 
implicada incluso en formas genéticas de la obesidad y la resistencia a la leptina. Modelo 
propuesto en esta investigación.  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 




La leptina también se transporta a través de la barrera hematoencefálica por un sistema de alta 
capacidad de transporte (Kastin y Pan 2000; Folch et al. 2015; Zlokovic et al. 2000). Sin 
embargo, el destino de la leptina después de que alcance el sistema nervioso central y sus 
cambios regulatorios en situaciones de alteración del metabolismo de la energía; no han sido 
completamente aclaradas.  Aunque la BHE limita la difusión de la mayoría de los péptidos y 
proteínas de la sangre al cerebro, hay sistemas de transporte de péptidos y adipoquinas (Kastin 















Figura 5. Hipótesis de la leptina como protector mitocondrial. Patraca et al. 2015 
 
Las concentraciones de leptina están inversamente asociados con CD4 circulantes  CD25 y 
células T reguladoras (X. Wu et al. 2013). La leptina puede activar los canales de potasio para 
regular la excitación de las neuronas del hipocampo (Shanley et al. 2002). Por otra parte, en el 
hipotálamo, la evidencia experimental ha dado lugar a un modelo propuesto en las señales 
anorexígenas, incluyendo Janus quinasas y señal del transductor y activador de la transcripción 
(STAT), que se activa por la leptina para converger en receptor de melanocortina (MCR-4) en 
neuronas (Nijenhuis et al. 2013; Bouret y Simerly 2007).  
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Señalización del receptor de leptina en neuronas y astrocitos 
Se ha demostrado que los astrocitos expresan receptor de leptina (Ob-R) y responden a la 
leptina por la señalización de calcio (Hsuchou et al. 2009). Por lo tanto, muchas formas de la 
obesidad se asocian con un aumento de los niveles de leptina en la sangre en proporción a la 
masa de tejido adiposo.  
El receptor de leptina en humanos (Ob-R) es miembro de la superfamilia de receptores de 
citoquinas de clase I (gp130). Los receptores de leptina están ampliamente expresados en el 
sistema nervioso central, comparten rutas de señalización comunes a las del receptor de 
insulina y se sabe que ambos mecanismos pueden actuar sinérgicamente mediando la evolución 
de los procesos neurodegenerativos. Por consiguiente, en el cerebro humano, la máxima 
expresión de la forma larga del receptor de leptina (Ob-Rb) tiene lugar en el núcleo arqueado y 
en la eminencia media del hipotálamo, aunque también se expresa de forma importante en el 
hipocampo, en el giro dentado y en las áreas CA1, seriamente afectadas en la enfermedad de 
Alzheimer (Ver Figura 6).  
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Figura 6. Representación esquemática de la estructura general de los diferentes receptores para leptina. 
Las regiones de alta homología están representadas por Box 1. En la parte inferior se muestra el número 
de residuos de aminoácidos para cada receptor. Asimismo, se muestra otra secuencia característica del 
receptor más conocido Ob-Rb, la región Box 2.  
 
En ratones de tipo salvaje, se pueden detectar niveles elevados del ARNm correspondiente a la 
isoforma Ob-Rb en el núcleo infundibular o arqueado, dorsomedial, Ventromedial y núcleo 
ventral premamilar. Niveles más moderados de expresión se pueden encontrar en el núcleo 
hipotalámico paraventricular y en el área hipotalámica lateral. Aún menores son los niveles que 
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Figura 7. Distribución de los Ob-R funcionales en el cerebro de ratón. Núcleo infundibular o arqueado 
(ARC), dorsomedial (DMH), Ventromedial (VMH), núcleo ventral premamilar (PMV), área hipotalámica 
lateral (LHA), núcleo paraventricular (PVH), núcleo dorsomedial (DR), sustancia gris periacueductal 
(PAG), núcleo parabranquial (PBN), núcleo del tracto solitario (NTS).     Adaptado de Folch et al 2013 
1.5.2.1. Receptor de Leptina (Ob-R o LEPR)  
La expresión de receptores de leptina (Ob-R) se expresan neuronas como astrocitos (Hsuchou 
et al. 2009), pero las funciones de señalización de la leptina astrocítica en las interacciones 
neurona-astrocito no están muy claras. El Ob-Rβ es la isoforma más larga del receptor, que es 
capaz de inducir la activación de p-STAT3; en ausencia de Ob-Rβ, los ratones db/db muestran la 
hiperfagia y diabetes severa; presentando también: hiperleptinemia, hiperinsulinemia, 
hipercorticosteronemia, infertilidad, e intolerancia al frío. El ARNm del Ob-R y la 
inmunorreactividad son altamente expresadas en muchas regiones del cerebro extra-
hipotalámicas, incluyendo: el hipocampo, el tallo cerebral, el cerebelo, la amígdala y la sustancia 
negra (Elmquist et al. 1998; Figlewicz et al. 2003; Folch et al. 2015).   
 La mutación neuronal específica de Ob-R afecta las funciones hipotalámicas y limita el fenotipo 
obeso observado en ratones db/db (Cohen et al. 2001; De Luca et al 2005; McMinn et al. 2005). 
(Ver Figura 8). Se ha demostrado que la obesidad del adulto aumenta específicamente la 
expresión Ob-R en astrocitos, mientras Ob-R neuronal no muestra ninguna regulación positiva, 
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esto se lleva a cabo específicamente en el hipotálamo (Hsuchou et al. 2009; Pan et al. 2011). Los 
cambios regulatorios de expresión Ob-R se ha demostrado en ambos homogeneizados 
hipotalámicas y microvasos cerebrales enriquecidos que componen la BHE (Pan et al. 2008). En 
el hipotálamo, la Ob-Rα es mayor en los recién nacidos, pero Ob-Rβ es mayor en ratones 
adultos. En los microvasos cerebrales,  el ARNm tanto de Ob-Rα como Ob-Rβ muestran 
reducciones dependientes de la edad de los recién nacidos a adultos jóvenes. No existe una 
regulación positiva robusta del receptor de leptina (Ob-R) en inmunoreactividad en la proteína 
glial fibrilar ácida (GFAP) (+) de astrocitos en el hipotálamo.  
En estudios previos de nuestro grupo, analizamos la expresión de moléculas relacionadas con el 
metabolismo, particularmente PRL y Lep, en un modelo murino transgénico de EA familiar  
APPswe/PS1dE9 (APP/PS1) a los 3 y 6 meses de edad, en comparación con controles ((Pedrós 
et al. 2015). En efecto, se observó una reducción significativa en los niveles de ARNm y proteína 
del receptor de PRL (PRL-R) en el hipocampo de ratones de 3 meses APP/PS1, con una 















Figura 8. Leptina y la señalización de JAK/STAT. Adaptado de Paz-Filho, Mastronardi, Bertoldi 2012 
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La Prolactina (PRL) pertenece a una gran familia de proteínas, que también incluye la hormona 
del crecimiento (GH), lactógenos placentarios (PL), proteínas liposolubles de PRL como (PLP) y 
proteínas relacionadas con PRL (PRP). Todos estos miembros comparten homología estructural 
y características biológicas. Estas proteínas se expresan en la pituitaria, un solo gen PRL es 
expresado en el cromosoma humano 6 (Ben-Jonathan et al. 1996).   
En el cuerpo humano se encuentran valores normales de prolactina: Hombres: 2 a 18 ng/mL; 
Mujeres que no estén embarazadas: 2 a 29 ng/mL y mujeres embarazadas: 10 a 209 ng/mL. 
Estos ejemplos son mediciones comunes para los resultados de estos exámenes. Los rangos de 
los valores normales pueden variar ligeramente entre diferentes laboratorios. Luego entonces, 
algunos laboratorios utilizan diferentes mediciones o analizan muestras diferentes. En los 
roedores, muchos genes relacionados con la PRL se expresan agrupados en el cromosoma 13 y 
17, en ratones y ratas, respectivamente. Por lo tanto, se demostró a través de ensayos clínico-
anatómicos que las dos hormonas (PRL y GH) están presentes en los seres humanos. Por último, 
(hPRL) se aisló con éxito y se purificó(Banks-Kastin et al. 1994) dando lugar a numerosos 
estudios fisiopatológicos posteriores. La PRL tiene más funciones que el resto de hormonas 
hipofisarias.  
El paso inicial en la acción de PRL, como todas las otras hormonas, es la unión a un receptor de 
membrana específico, el receptor de la PRL (PRL-R). Similar al ligando, el PRL-R también se ha 
demostrado que es un miembro de la misma familia que el receptor de GH y parte de la clase 
más grande de receptores, conocida como la superfamilia de receptores de citoquinas de clase 1. 
(Ver Figura 9). Se le asocian al menos 300 funciones fisiológicas tales como la modulación 
inmune, osmorregulación, el metabolismo, el comportamiento, aspectos materno de 
reproducción y la lactancia, se han descubierto a través del tiempo pero, actualmente se conoce 
poco sobre la sinergia de esta hormona y el proceso inflamatorio (Freeman et al. 2000).  
Las diferentes funciones se atribuyen en parte a los sitios extrapituitarios y de producción PRL 
(Ben-Jonathan et al. 1996) y la expresión de diferentes isoformas de PRL-R. La concentración de 
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PRL es un factor importante de modulación de la respuesta inflamatoria que, conduce a efectos 
opuestos, pero los mecanismos responsables para estos procesos regulatorios aún siguen siendo 
indefinidos. Así bien, en el sistema inmunológico, PRL actúa como una citoquina y desempeña 
un papel importante en las respuestas inmunes, incluyendo autoinmunidad y las enfermedades 
























Figura 9. Representación esquemática de las tres isoformas del receptor de prolactina. El dominio 
extracelular idéntico está dividido en dos sub-dominios. La porción intracitoplasmática difiera en tamaño 
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1.5.3.1. Prolactina e inflamación 
Después de una lesión cerebral, PRL estimula la proliferación y activación de la glía. La 
producción y secreción de PRL humana se activa por macrófagos (Sabharwal et al. 1992). Por 
consiguiente, la secreción de PRL por los macrófagos podría apoyar el papel de la PRL en la 
respuesta inflamatoria (Scotland et al. 2011).  
En macrófagos, la estimulación con prolactina mejora de forma significativa la producción de  
IL-6 en respuesta a TNF alfa o CD40L, y es la primera evidencia de que se produce prolactina a 
nivel local en la membrana sinovial de pacientes con artritis inflamatoria y contribuye a la 
activación de macrófagos (Tang et al. 2014). Otros estudios muestran que los roedores y los 
macrófagos humanos sintetizan PRL en respuesta a inflamación y subidas de glucosa (Bole-
Feysot et al. 1998a). También se conoce que la prolactina mejora las funciones inmunológicas 
tanto en peces como en mamíferos. 
Los mecanismos moleculares precisos por PRL en la modulación de la respuesta inflamatoria 
son controvertidos. El papel modulador de la PRL en respuesta inflamatoria en las células 
mieloides se ha descrito anteriormente. MØ Peritoneales, responden a PRL mejorando de forma 
significativa la producción de ON a través de proteínas quinasas de tirosina, MAPK y activación 
de vías de canalización de Ca ++ (Trott et al. 2003). También en el mismo modelo experimental, 
PRL aumentó significativamente la producción de IL-1β, IL-12/p40 y IFN-γ a través de 
JAK/STAT1 y JNK/MAPK. También las vías  de Ca ++ y la activación de p42/44 MAPK. Sin 
embargo, dosis más altas de la PRL (1000 ng/ml) induce IL-10 (Sodhi  2008). Así mismo, la 
activación de moléculas asociadas a las vías PRL/PRL-R de señalización podría abrir nuevos 
campos para la comprensión de los efectos de la PRL en los procesos inflamatorios en las células 
mieloides y en otros tipos de células y tejidos. De la misma forma, en este contexto, se ha 
descrito la papel de STAT3 en diferentes procesos inflamatorios, por ejemplo, en procesos 
tumorales, promueve la activación de NFκβ e inflamación por IL-6 (Yu et al. 2009). Por otra 
parte, su actividad anti-inflamatoria puede suprimir tanto la IL-6 y la síntesis de TNFα en MØ 
estimulada por LPS (Williams et al. 2007) puede estar mediada por aumento de IL-10. 
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1.6. VÍAS DE ACTIVACIÓN INTRACELULAR: INFLAMACIÓN Y ENFERMEDADES NEUROLÓGICAS. 
1.6.1. Vías de las MAPK y p38 
Las vías de las MAPK están conservadas en todos los organismos eucariotas y son las 
responsables de transformar las señales externas que llegan a la célula en respuestas 
específicas, como pueden ser la migración, la proliferación, la diferenciación y la muerte celular. 
Estas vías van a ser identificadas gracias a estudios genéticos realizados en la levadura 
Saccharomyces cerevisiae y están formadas por una MAPK que es fosforilada por una MAPK 
quinasa (MAPKK), que a su vez es fosforilada por una MAPKK quinasa (MAPKKK) (Shaeffer y 
Weber 1999). Estudios posteriores demuestran la existencia de tres vías principales mediadas 
por MAPK, dos de las cuales, la de la JNK y la de p38, actúen en las respuestas activadas por el 
estrés ambiental que conduzca a la muerte de la célula, mientras que la tercera, la de ERK, 
transforma las señales extracelulares en señales de supervivencia y diferenciación celular 
(D´Mello y Chin 2005).  
Otra vía intracelular implicada en la apoptosis neuronal aunque, comparado con la vía de la JNK, 
su papel no es tan importante es la vía de la p38. Al igual que la JNK, la p38 está altamente 
conservada y originalmente va a ser identificada a contribuir a la inflamación en respuestas a 
citoquinas (Ver figura 10). La p38 tiene cuatro isoformas diferentes: la p38α, la p38β, la p38γ y 
la p38δ (Kumar et al. 2003). La expresión de las isoformas p38α y la p38β es ubicua, pero su 
expresión es más elevada en el cerebro que en el resto de tejidos, en cambio las otras dos 
isoformas parece que son exclusivas del cerebro (Johnson y Bailey 2003). La p38 está regulada 
principalmente por las MAPKKK ASK-1, TAK-1 y MERKK-4 las cuales también regulan la JNK, y 
en menor grado también pueden estar reguladas por las MLK y la Tpl-2, aunque estas regulen 
principalmente la JNK. Por debajo de las anteriores se encuentran las MAPKK, que en el caso de 
la p38 son la MKK3 y la MKK6 y parece ser que también la MKK4, la que compartiera con la JNK 
(Takeda y Ichijo 2002). Las MAPKK activan la p38 fosforilando dualmente  a la treonina 180 y a 
la tirosina 182 (Raingeaut et al. 1995). 
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La p38, igual que la JNK, puede tener efectos directos a través de la fosforilación de diferentes 
sustratos e indirectos a través de la fosforilación de factores de transcripción. Dentro de este 
grupo tenemos al factor de transcripción ATF-2, el cual puede contribuir a la activación de la 
expresión de c-Jun, ya que puede unirse a los lugares AP-1/TRE del promotor del gen c-Jun. 
También tenemos a MEF2C que igualmente regula el gen de c-Jun, a CHOP (CREB homologus 
protein), a GADD153 (Grow arrest and DNA damage inducible gene 153) (Mielke y Herdegen 
2000) y a los TFC (Ternary Complex factors), como ERK-1, que activan la expresión  de c-Fos 
(Whitmarsh et al. 1997). Algunos trabajos proponen que la p38 también es responsable de la 
fosforilación de la c-Jun inducida por la deprivación de potasio (Yamagishi et al. 2001), pero 
esto contradice otros trabajos que describen que la p38 no fosforila c-Jun (Watson et al 1998; 
Coffey et al 2002) en cuanto a los efectos directos de la p38, esta puede fosforilar diferentes 
sustratos citoplasmáticos como la proteína Tau (Reynolds et al. 1997) las MAPKAKP (MAPK-
activated protein kinase) 2, 3 y 5 (Tan et al 1996; McLaughlin et al. 1996; Ni et al. 1998) las Mnk 
(MAPK-interacting kinase) 1 y 2 (Han et al. 1997; Waskiewicz et al. 1997) la PRAK (p38-
regulated/activated kinase) 1 y 2 (Deak et al. 1998; Caivano y Cohen 2000). Finalmente, aunque 
la p38 está implicada en la apoptosis, en algunas situaciones también puede estar implicada en 
la supervivencia, como se ha observado en el modelo de supervivencia dependiente de actividad 
en CGC (Mao et al. 1999). 
Asimismo, CREB es un factor de transcripción muy importante, el cual puede ser activado a 
través de las dos principales vías de supervivencia neuronal, Raf-MEK-ERK y PI3-K/AKT, 
promoviendo así la plasticidad sináptica a nivel cerebral dependiente de actividad neuronal y la 
supervivencia  dependiente de factores tróficos. Se ha descrito que CREB activa la transcripción 
de genes que tienen lugar de unión CRE en sus promotores. Su forma activa es la fosforilada en 
el residuo serina 133 y está fosforilación puede venir dada por diferentes quinasas, que se 
activan por estímulos como el aumento de AMPc, que activa la PKA, la entrada de calcio, que 
activa las CaMK, o la unión de factores neutroficos, que activa las ERK 1/2. Una vez activo se une 
a la CBP/p300 que actúa como un coactivador transcripcional. Entre los genes que activa para 
promover la supervivencia, se encuentra el del BDNF (West et al. 2001) o el de Bcl-2 (Lonze et 
al. 2002).  
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1.6.2.  NFκβ 
Las proteinas de la familia NFκβ son factores de transcripción inducibles que se expresan de 
manera ubicua y que regulan la expresión de genes involucrados en diferentes procesos como la 
inmunidad y la inflamación, el crecimiento, el desarrollo y la regulación de la muerte celular. En 
mamíferos existen 5 proteinas NFκβ: p50 (producto del corte de NFκβ /p105) la p52 (producto 
del corte de NFκβ2/p100) p65 (RelA), RelB y c-Rel.  
La activación de NFκβ es el resultado de la fosforilación del IkB por el complejo IKK, que 
conduce a la degradación del IkB, que puede venir dada por la ubiquitinación y posteriormente 
la degradación del proteosoma o alternativamente por calpaínas. Esto permite que el NFκβ 
trasloque al núcleo y active la transcripción de genes dianas que contienen la secuencia 
consenso kB. Existen diferentes proteinas  IkB: IkBα, IkBβ, IkBγ e IkBε, de los cuales las dos 
primeras son las más estudiadas. Aparte, el NFκβ también se puede regular a otros niveles como 
por la fosforilación de p65 que produce un aumento de su actividad transcripcional o por la 
interacción con el coactivador transcripcional CBP/p300, que en algunos casos se ha observado 
que también aumenta la actividad de p65.  
El papel del NFκβ en la regulación de la supervivencia neuronal es complejo. Se ha demostrado 
que se encuentra involucrado en los efectos inducidos de la supervivencia del NGF y de las 
citoquinas y su activación está asociada con la neuroprotección contra diferentes estímulos de 
muerte, como la exposición a la proteína β-amiloide, el estrés oxidativo y el óxido nítrico. (Ver 
Figura 10) En el modelo apoptótico de deprivación de potasio en CGC, se ha demostrado que 
este estímulo va acompañado de una disminución de la fosforilación de IKBβ y que la activación 
de NFκβ es necesaria para inducir supervivencia. En cambio en algunos casos el NFκβ puede 
promover la muerte neuronal. Así, se ha detectado la activación de NFκβ in vitro después de la 
exposición de algunos estímulos apoptóticos in vivo después de procesos de isquemia global, de 
ataques de apoplejía inducidos por kainato o de daños traumáticos de la medula espinal. A 
demás, se han detectado niveles elevados de actividad del NFκβ en regiones vulnerables del 
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sistema nervioso central en enfermedades de Alzheimer, Parkinson y esclerosis lateral 
amiotrófica. 
De igual forma, que el NFκβ  inhiba o promueva la apoptosis podría depender del tipo celular y 
de la naturaleza de los estímulos apoptóticos. También se cree que la composición de los homos 
y heterodímero que formen el NFκβ podría determinar su acción, ya que se ha observado que la 
activación de p65 aumenta la supervivencia en muchos casos, mientras que el c-Rel está 
asociado más con la apoptosis.  No está muy claro como el NFκβ regula la supervivencia celular, 
pero podría ser a través de la inducción de diferentes genes anti-apoptóticos como Bcl-2, Bcl-XL 
y A1, de algunos miembros de los IAP y de enzimas implicadas en el metabolismo de ROS como 
la MnSOD (Manganase superóxido dismutase). También se ha demostrado que puede activar 

















Figura 10. Integración de las vías en la inflamación. Patraca et al 2015. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 
Dipòsit Legal: T 242-2016
  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 








HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 
Dipòsit Legal: T 242-2016
  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 









A lo largo de los últimos años la comunidad científica ha manifestado un interés creciente en los 
efectos pleiotrópicos de hormonas y de factores endógenos que experimentan cambios en su 
actividad a lo largo de la vida. En el contexto particular de las enfermedades 
neurodegenerativas, se han descrito cambios en los niveles de leptina, hiperlipidemia,  así como 
alteraciones relacionadas con procesos inflamatorios. Hormonas como melatonina y prolactina, 
y adipoquinas como leptina, se ha descrito que pueden tener efectos neuroprotectores y 
moduladores de la inflamación. Por lo tanto, la hipótesis de este estudio es que estas hormonas 
(la melatonina, prolactina y leptina) sintetizadas en diferentes órganos, podrían tener un efecto 
anti-inflamatorio y antioxidante sobre las células gliales y una combinación de estas sustancias 
podrían reducir de forma sinérgica los daños inducidos por un estado inflamatorio.  
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Estudiar el potencial anti-inflamatorio  de estas sustancias en un modelo in vitro de cultivos 
primario mixto de células gliales de ratón C57Bl/6J, previamente estimuladas con diferentes 




1. Caracterizar el efecto de las citoquinas pro-inflamatorias como inductores del estrés 
oxidativo y la producción de óxido nítrico  en cultivos celulares de glía mixta. 
 
2. Caracterizar el efecto anti-inflamatorio de la melatonina, leptina y prolactina  
 
3. Estudiar el papel de la leptina, prolactina y melatonina en la activación de la vía p-38-
MAPK en células gliales mixtas. 
 
4. Estudiar el efecto de la leptina y la prolactina sobre moléculas relacionadas con 
procesos de apoptosis y neuroplasticidad.  
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MATERIAL Y MÉTODOS  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
Los animales en los procedimientos de cultivo celular in vitro. 
En este estudio se utilizaron crías de ratones C57BL / 6 de tres días (p2-5) (Harlan, IN, EE.UU.). 
El tratamiento de las  crías postnatales se llevó a cabo de conformidad con la Directiva 
86/609EEC del Consejo de la Unión Europea y el procedimiento establecido por el Departament 
d'Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya. Se hizo todo lo posible para 
minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el número de animales utilizados para 
experimentos en cultivos celulares. 
Cultivo celular de Glia Mixto  
Se prepararon cultivos de células gliales mixtas a partir de corteza cerebral de 3 días de edad, 
C57BL / 6 ratones. Brevemente, se diseccionaron cortezas cerebrales y meninges utilizando las 
placas de Petri se mantuvieron en solución PBS 1X estéril mientras se diseccionaban todos los 
córtex de los ratones. Seguido esto se procedió a la separación mecánica de las células de córtex, 
pipeteando de 3 a 5 veces para disociar más el tejido y que las células queden más disgregadas. 
Se transfirieron los pedazos de córtex en un Falcon de 15 ml con 10 ml de PBS estéril y se 
centrifugaron 3 min a 1000 rpm en centrifuga de rotor basculante. 
Después de esto, el tejido se incubó con solución de tripsina (tripsina 0,05% (w / v) de tripsina-
EDTA 5 mM) durante 15 min a 37ºC. Luego, el tejido fue fragmentado con una pipeta Pasteur 
pulida al fuego. Las células disociadas se sembraron en placas de cultivo de 60 mm de diámetro 
(300.000 células / ml) y se cultivaron en medio de cultivo Dulbecco Modificado / F-12 medio de 
Eagle, suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS), 2% HEPES, 100 unidad/ml de 
penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina. El medio fresco se cambió al día siguiente y luego 
cada 3 días después. Todos los experimentos se realizaron 7-9 días después de la siembra. 
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Preparación de medios: 
Para la realización de medios de cultivos se necesitaron los siguientes reactivos: 
Medio DMEM sin glutamina sigma Cat: D5671, botella de 500 ml a 4ºC; Fetal Bovine Serum 
(FBS): en Falcon de 15 ml, a -20ºC heat inactived (30 min, 56ºC). Tripsina-EDTA 0,25% 
(GIBCO): en falcon de 15 ml, -20ºC. 
Se preparó antes de la extracción de córtex las siguientes soluciones para la siembra de las 
células gliales mixtas:  
Soluciones estériles a preparar extemporáneamente:  
Solución STOP: DMEM + 10% FBS + DNasa (12 ml). 
Se preparó en Falcon de 15 ml no estéril. Pesar 2 mg de DNasa. Se disolvió en campana de flujo 
con 10,8 ml de DMEM. Filtrar (filtro de 0,22) sobre un Falcon estéril y se agregaron 1,2 ml de 
FBS. 
Solución FINAL: DMEM + 20% FBS + Gentamicina (0,1 mg/ml) + Glutamina (40 ml). 
Se preparó en Falcon de 15 ml no estéril. Se pesó 4 mg de gentamicina y 23,4 mg de glutamina y 
se disolvió en 10 ml de DMEM. Se filtró  sobre Falcon estéril de 50 ml. Se agregó 8 ml de FBS y 22 
ml de DMEM. 
Cambio de medio  
El medio se cambia cada 3 o 4 días y el porcentaje de FBS se va disminuyendo progresivamente 
del 10% en el primer cambio y en el siguiente al 2% que es cuando las células se activan y 
preparan para el tratamiento (Figura 11) la confluencia se alcanza después de 9 día in vitro. En 
este punto el cultivo esta con una confluencia del 95% y listo para ser tratado.  
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Los cultivos gliales fueron tratados con citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, 20 ng / ml; IL1β, 20 
ng/mL ; IFN20 ng / ml  48 horas después del tratamiento neuroprotector) (PeproTech Inc. 
Rocky Hill, NJ , EE.UU. ) o con el mismo volumen de solución salina tamponada con fosfato (PBS) 
como control.  
Como se indica, las células fueron pre- tratadas (activación) con melatonina, leptina y prolactina 
(500 nM ; Sigma, St. Louis , MO , EE.UU. ) 1 hora antes de la incubación con citoquinas durante 
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48 horas aproximadamente. Además, las células se pre-trataron con inhibidor de quinasa 
SB203580 (Calbiochem, EMD Millipore EE.UU.) y citoquinas, a concentraciones de 20 ng / ml , y 
con el fin de probar la especificidad de efecto inhibidor de la leptina sobre la vía p38. 
Viabilidad celular: 
Los ensayos de viabilidad celular se realizaron después de 48 horas de tratamiento y se 
determinaron utilizando MTT [3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio; Sigma, St. 
Louis, MO, EE.UU.]  y la tinción de Hoechst 33342.  
Ensayo MTT 
El ensayo de MTT para medir citotoxicidad fue desarrollado por Mosmann 1983 y se siguiendo 
las modificaciones de Hansen et al 1989. Las células viables con las mitocondrias activos pueden 
metabolizar la sal de tetrazolio (MTT) de color violáceo. 
- Solución MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, se disuelve a una  
concentración de 2,5 mg MTT/ml de PBS. Teniendo en cuenta que el MTT es fotosensible por lo 
tanto protegeremos la disolución de la luz y conservar a 4 ºC. 
- Solución distaining: utilizamos esta solución para disolver los cristales que produjeron las 
células. Se prepara para 50 mL de solución distaining: 5 g de SDS en unos 40 ml de DMSO 99% 
de pureza. Se añade 57,2 μl de ácido acético glacial por cada 10 ml de DMSO. Se enrasa hasta 50 
mL con DMSO. Se almacena a temperatura ambiente. 
Ensayo: 
Ensayo de MTT se ha llevado a cabo en placas de 96 pozos o 24 según sea el caso. Sacamos las 
placas de 96 pozos del incubador y añadimos 10 μl de solución MTT a cada pozo, donde quedara 
una concentración final de 500 μg/mL de MTT. Regresamos las placas al incubador y se las 
dejamos 4 horas. 
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Durante este tiempo las células viables reducirán la sal de MTT dando lugar a la formación de 
los cristales. Para hacer el blanco dejamos algunos pozos sin tratar y sin añadir solución de MTT, 
pero sí que añadiremos la solución distaining. Para disolver los cristales, añadimos 100 μl de 
solución de lisa cada pozo e incubamos las placas en el incubador a 37 ºC durante toda la noche. 
Leemos en la densidad óptica de 590 y 550 nm en el espectrofotómetro (Benchmark Plus de 
microplacas Espectrofotómetro BioRad), se utiliza la absorbancia a 590 nm como referencia y se 
obtiene la diferencia respecto a la absorbancia a 550 nm.  
Tinciones con Hoechst 33342 
El Hoescht 33342, también denominado de bisbenzimide H33342 (Sigma-Aldrich), es un 
colorante específico para regiones del DNA que son ricas en adenina y timina. Se puede utilizar 
tanto para la detección de DNA en muestras tisulares, como en células en cultivo. Es un 
fluorocromo permeable a la membrana plasmática que se excita a una longitud de onda de 343 
nm (luz ultravioleta) y que emite fluorescencia azul correspondiente a una longitud de onda de 
455 nm. Con la finalidad de ver los cambios conformacionales de los núcleos de la glía mixta, se 
realizó la tinción con Hoechst 33342 para observar en conjunto la acción del tóxico como del 
tratamiento, comparando con la morfología del control. Se incubaron los pozos del tratamiento 
después de realizar los lavados pertinentes (3 con PBS 1X por 5 minutos) para quitar restos de 
tratamiento y de esta forma tener mayor permeabilidad en la célula. 
 Las células del cultivo se permeabilizaron con PFH al 4%, luego de esto se procedió a retirar el 
medio y bloquear con 5% albúmina de suero bovino (BSA) durante 30 min a Temperatura 
Ambiente (TA). Tras realizar 3 lavados se procedió a la incubación con Hoechst y con la 
concentración adecuada para el marcaje de los núcleos (de acuerdo al fabricante  Dil: 0,5-1 
mg/ml; 81845 Sigma-Aldrich, España). Después de esto se incubó durante 35-45 minutos en 
cámara de cultivos en condiciones óptimas para el cultivo (37º C, 5% de Co2), una vez 
trascurrido el tiempo de incubación se realizó 3 lavados con PBS 1X estéril para quitar los restos 
de producto y que la visibilidad al microscopio fuera buena. Se observó bajo el microscopio 
(Olympus BX61).  
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Medición de óxido nítrico: 
Reacción de Griess (fundamento del método) 
Este método se basa en la reacción del analito en el medio acido para formar una sal diazonio 
que acopla a aminas aromáticas produce un colorante azo (diazotización de Griess). Esta 
reacción de color rosácea es monitoreada fácilmente por medio de espectrofotometría. 
Procedimiento 
Preparación de la recta patrón. 
Para evaluar la producción de óxido nítrico en el medio de cultivo de glia mixto de ratón 
C57Bl/6 se preparó la siguiente curva de calibración: en un falcon de 50 mL preparar la solución 
de NaNO3 al 10 mM (69mg/100ml) disolviéndola en H2O Mq. Seguido de esto se preparó la 
recta patrón en eppendorfs de 1.5 mL a concentraciones de: 0 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 20 μM, 
40 μM y 80 μM respectivamente, homogenizada en medio de cultivo DMEM con 2% de FBS. 
Después de 20 minutos, se leyó en espectrofotómetro (Benchmark Plus de microplacas 
Espectrofotómetro BioRad) a 570 nm. Asimismo, se ajustó el cero del instrumento con el blanco. 
Se trazó una curva graficando las concentraciones (en mg de NaNO3) contra las absorciones 
obtenidas.  
Preparación del reactivo de Griess 
Mezclar 0,4 g de sulfanilamide, 40 mg de N-(1-Napthyl)ethylenediamine dihydrochloride 
(N9125 y S925-1 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), 2 mL de ácido fosfórico  y disolver hasta 
llegar al volumen de 40 mL en un falcon de 50 mL, mantener en refrigeración este reactivo a 4 
ºC y lejos de la luz ya que es fotosensible.  
Seguido de la preparación de los reactivos, y después de la incubación con los tratamientos se 
determinó la producción de Óxido Nítrico (ON) liberado de las células gliales que se convirtió en 
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nitrito en el medio de cultivo, lo cual pudo determinarse mediante la reacción de Griess. Se cogió 
de las placas 100 µl del medio de cultivo medio después de 48 horas de tratamientos y un 
volumen igual (100 μl) de reactivo de Griess se añadió, se esperó  de 5-10 minutos a que la 
reacción del óxido nítrico se produjera. El nitrito es detectado y analizado por la formación de 
un color rojo-rosado al tratamiento de una muestra conteniendo  NO2 con el reactivo de Griess. 
Se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro a 570 nm, utilizando la recta patrón como un 
estándar. 
Inmunoflourescencia  
Los cultivos de células gliales mixtos se sembraron en cubreobjetos de vidrio. Después de los 
tratamientos, las células se fijaron como se ha descrito anteriormente. Después de lavar tres 
veces con PBS que contenía 0,02% de Tritón X-100 (PBST), la unión no específica de los 
anticuerpos fue bloqueado por 5% albúmina de suero bovino (BSA) durante 30 min a 
Temperatura Ambiente (TA). Luego, las células se lavaron dos veces con PBS-Tween (PBS-T) y 
se incubaron con anticuerpo primario de conejo anti-Ob-R a 4ºC durante la noche (Over Nigth) 
(1: 1000, Santa Cruz) para detectar en las membranas de las células gliales el receptor. Después 
de tres lavados con PBS-T, las células se incubaron durante 90 min a TA con anticuerpo 
secundario anti-conejo AlexaFluor 647 (1: 500; Life Technologies. Finalmente, las células se 
incubaron con Hoechst  (dil: 1mg/ml; 14533; Sigma Aldrich, España.) para 10 min y se lavaron 
dos veces con PBS. La tinción realizada en los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de 
microscopio con Fluoromont-G (Microscopía Electrónica de Ciencias, Hatfield, PA, EE.UU.) y la 
inmunotinción se observó bajo el microscopio (Olympus BX61).  
Western-blot: 
La técnica de Western blot permite observar los niveles de una proteína específica y combina un 
proceso de migración electroforética con una inmunodetección. La electroforesis permite la 
separación de las proteínas en un gel de acrilamida en función de su masa molecular. 
Después de tratar las células con melatonina, leptina, prolactina y citoquinas las células se 
lavaron dos veces con enfriado con hielo solución salina y se recogieron en tampón de lisis que 
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contiene NaCl 150 mM , 5 mM tamponada con fosfato MgCl2 , 50 mM Tris , 1 mM EDTA, 1 % 
Triton X- 100 , pH 7,2 con inhibidores de proteasa (Complete , Roche Diagnostics, Alemania). 
Posteriormente los extractos homogenizados se centrifugaron a 13000 g por 15 minutos a 4º C y 
el sobrenadante se guardó a -80º C para su posterior uso.  
La determinación de la fracción proteica se realizó siguiendo los ensayos de Ácido Bicinconínico 
(BCA) y Método de Bradford. 
Determinacion por BCA: 
La determinación de la concentración proteica se realizó mediante el método del ácido 
bicinconínico (BCA) (Pierce Company). Para ello, se añadieron 48 μl H2OmQ a 2μl de extracto 
proteico y a continuación se añadió 1 ml de reactivo de BCA (reactivo A + reactivo B, en 
proporción 50:1). Posteriormente, se incubó la mezcla durante 30 min a 65 °C y finalmente, tras 
dejarla enfriar 5 min, se procedió a la lectura de la absorbancia a 562 nm en un 
espectrofotómetro de microplaca (BioRad, Benchmarck Plus). La concentración de proteína se 
determinó por interpolación de las lecturas de absorbancia obtenidas en una recta de calibrado 
preparada con concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina (BSA, 2 mg/ml, Pierce 
Company). 
Determinación por método de Bradford  
La determinación de la fracción proteínica se realizó con el Kit de ensayo de proteínas Bradford 
(BioRad). Para ello se añadieron por duplicado, 2 µl del extracto de proteinas del cultivo versus 
8 μl de H2OmQ quedando una proporción 2:8. Seguido de esto, se añadió 140 μl del reactivo de 
Bradford a los pozos estándar y muestras problemas preparadas como lo indica el fabricante. 
Posteriormente se dejó reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se 
procedió a leer  a una absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro POWER WAVE XS2, 
BioTek, USA. La concentración de proteína se determinó por interpolación de las lecturas de 
absorbancia obtenidas en una recta de calibrado preparada con concentraciones conocidas de 
albúmina sérica bovina (BSA, standard curve 0.125-2.0 mg/ml, Quick Start Bio-Rad). 
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Preparación de la muestra y geles de poliacrilamida:  
Un promedio de 50 μl de proteína fue desnaturalizado a 95 ° C, durante 5 min, en tampón de 
muestra (M Tris-HCl 0,5, pH 6,8, 10% de glicerol, 2% SDS, 5% β- mercaptoetanol, 0,05% de azul 
de bromofenol) 
Las muestras se cargaron en un gel de electroforesis, que consta de dos fases: el gel 
concentrador, que permite concentrar las proteínas cargadas en el gel, y el gel separador, en el 
cual se separan las proteínas en función de su masa molecular. 
Los reactivos y las proporciones necesarias para la elaboración de 2 geles de poliacrilamida-SDS 
se muestran en la siguiente tabla 2. 
Tabla 2. Componente de los geles de separación y de concentración.   
Componentes Gel de separación 
10% 
Gel de concentración  
4% 
Acrilamida-bisacrilamida 40% 3,8 ml 1.250 ml 
Tris-HCL 1.5 pH 8.8 3,750 ml ------------ 
Tris- HCL 1.5 pH 6.8 ---------- 1.250 ml 
SDS 10% 170 µl 100 μl 
H2O mQ 7, 340 ml 7,500 ml 
TEMED 10 µl 10 μl 
APS 100 µl 50 μl 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
PAPEL DE FACTORES ENDOCRINOS COMO MELATONINA Y PROLACTINA, Y DE ADIPOQUINAS COMO LEPTINA EN LA MODULACIÓN 
DE LA INFLAMACIÓN ASOCIADA A PROCESOS NEURODEGENERATIVOS. 
José Iván Patraca Fierro 
Dipòsit Legal: T 242-2016




Una vez polimerizados los geles, éstos se colocaron dentro de una cubeta de electroforesis 
Miniprotean III (BioRad) con suficiente tampón de migración (Tris 125 mM, Glicina 1,25 M, SDS 
0.5 %) para que ambos extremos del gel queden en contacto con el tampón y permitir de esta 
manera cerrar el circuito. Finalmente, se cargaron las muestras en el gel, junto con un marcador 
estándar de peso molecular (Precision Plus ProteinTM Dual Color Standarts, 161-0374; BioRad). 
La electroforesis se llevó a cabo a 110 V-120 V el tiempo necesario para que la proteína se 
separe según su masa molecular. 
Transferencia del gel a la membrana: 
Finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la transferencia del gel a una membrana de 
polivinilideno (PVDF, 162-0177; BioRad), utilizando el sistema Mini Trans-Blot® (Bio-Rad). 
Este proceso permite la transferencia de las proteínas a la membrana, donde se realizará 
posteriormente la inmunodetección de las proteínas de interés. La transferencia se realizó a una 
intensidad de corriente eléctrica constante de 200 mA en tampón de transferencia (Tris 25mM, 
Glicina 190mM, Metanol 20%) y manteniendo la cubeta de transferencia a 4 °C durante todo el 
proceso. 
Inmunodetección 
Para llevar a cabo la inmunodetección, se extrajeron las membranas de la cubeta de 
transferencia y se lavaron con TBS 1X-Tween® 0.1 % pH 7.4 (TBS-T: Tris 24,25g/L, NaCl 80g/L 
y Tween 20 1ml/L) durante 5 min. Posteriormente, se incubaron las membranas durante toda la 
noche a 4 °C en una solución bloqueadora (5% BSA en TBS-T) que contenía el anticuerpo 
primario de interés a la concentración correspondiente indicada en la Tabla 3.  
Tras tres lavados de 5 min con TBS-T, se procedió a la incubación de las membranas con el 
anticuerpo secundario conjugado a un enzima peroxidasa, en TBS-T (Tabla 3) a temperatura 
ambiente durante 1 h. Como paso final de la inmunodetección, se lavaron las membranas con 
TBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo secundario y se procedió a la detección de la 
proteína de interés mediante una reacción de quimioluminiscencia. Para ello, se procedió al 
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contacto de la membrana con la solución de detección (Amersham ECL Selec TM HARD y BioRad 
ClarityTM Western ECL substrate) durante 1 min. El revelado de la señal quimioluminiscente se 
llevó a cabo mediante el aparato Chemidoc XRS Bio-Rad® y su cuantificación, mediante el 
empleo de un software específico para capturar imágenes digitales (ImageLab, Bio-Rad). Para 
normalizar los resultados se utilizó la proteína β-actina, inmunodetectada en la misma 
membrana que la proteína de interés  
Tabla 3. 
Anticuerpo primario Especie Referencia Dilución Condiciones 
Anti-β-Actina 
monoclonal 





A. Mouse T4026 Sigma-Aldrich, St 1:50,000 
Temperature 
ambiente 37ºC 
Citocromo C A. Rabbit 4272 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
COX IV (3E11) A. Rabbit 4850 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
CREB A. Rabbit 9197 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
Cleaved caspasa-3 
(Asp175) 
A. Rabbit 9661 Cell signaling 2:1000 Over night 4ºC 
fosfo-CREB (Ser133) A. Rabbit 9198 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
fosfo-JAK2 
(Tyr1007/1008) 
A. Rabbit 3771 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
fosfo-NFκβ (Ser536) A. Rabbit 3033 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
fosfo-p38 MAPK 
(Thr180-Tyr182) 
A. Rabbit 9211 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
fosfo-STAT1 (Tyr701) A. Rabbit 4322 Cell signaling 2:1000 Over night 4ºC 
fosfo-STAT3 (Tyr705) A. Rabbit 9131 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
fosfo-STAT5 (Tyr694) A. Rabbit 9359 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
iNOS A. Rabbit 2977 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
JAK2 A. Rabbit 3230 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
NFκβ A. Rabbit 8242 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
Ob-R A. Mouse 
sc-8325 Santa Cruz de 
Biotecnología 
2:1000 Over night 4ºC 
PRL-R (H-300) A. Mouse sc-20992 Santa Cruz de 2:1000 Over night 4ºC 
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p38 A. Rabbit 9212 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
STAT1 A. Rabbit 9172 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
STAT3 A. Rabbit 9139 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
STAT5 A. Rabbit 9363 Cell signaling 1:1000 Over night 4ºC 
 
A continuación las membranas de los Western blots, se lavaron en TBS-T (3 lavados por 5 
minutos cada uno) y se incubaron durante 2 horas con anticuerpo secundario anti-IgG Mouse o 
Rabbit conjugado con peroxidasa, según fuera el caso; seguido por el sistema de detección de 
quimioluminiscencia (Imagen Molecular XRS Cantidad ChemiDoc + BioRad) según las 
instrucciones del proveedor. Se utilizaron los líquidos reveladores para cada caso (Amersham 
ECL Selec TM HARD) y (BioRad ClarityTM Western ECL substrate) Las mediciones de 
quimioluminiscencia y los valores de semi-cuantitativos se obtuvieron usando el software 
correspondiente ImageLab, Quantity one (Bio-Rad) y los resultados se expresaron como un 
porcentaje con respecto al control. Las correspondiente β-actinas fueron tomadas para cada 
muestra y así, normalizar las diferencias en carga de gel. 
Reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 
La PCR en tiempo real (RT-PCR) o PCR cuantitativa es una variante de la PCR en la cual, el 
proceso de amplificación y de detección se producen simultáneamente. Para ello, se realiza una 
reacción de PCR convencional, pero en la que a cada ciclo de reacción, le acompaña una lectura 
de fluorescencia, mediante el uso de fluoróforos. La fluorescencia liberada en cada ciclo es 
proporcional a la cantidad de DNA generado. La medición de esta emisión de fluorescencia y su 
representación gráfica se realiza en un detector, permitiendo así, la cuantificación de la 
expresión del gen de interés. 
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Extracción de ARN y síntesis de ADNc: 
Después de la incubación, se retiró el medio de las células, estas se lavaron con solución salina 
tamponada con fosfato (PBS 1X) dos veces. ARN total fue preparado a partir de cultivo celular 
de glia mixto. El ARN total se extrajo usando el reactivo TRIzol (Invitrogen, Eugene, Oregon, 
USA.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se añadió 200 μl de 
cloroformo y, tras agitación, se dejó reposar la mezcla 5 min en hielo. A continuación, se 
centrifugó dicha mezcla a 13000 g durante 15 min a 4 °C y se recuperó la fase acuosa superior. 
Con el fin de obtener un ARN más limpio, se repitió este proceso de extracción clorofórmica una 
vez más. Una vez obtenida la fase acuosa definitiva, se le añadió 200 μl de isopropanol. Tras una 
mezcla por inversión y una etapa de reposo de 10 min en hielo, se centrifugó a 13000 g durante 
15 min a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 1 ml de etanol al 70 %. 
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 7500 g, durante 5 min a 4 °C. Se repitió el lavado 
con etanol al 70 % una segunda vez y tras la segunda centrifugación, se descartó el 
sobrenadante y se dejó secar el pellet mediante evaporación del etanol. Finalmente, se 
resuspendió el pellet con 30 μl de H2OmQ autoclavada. 
Para preparar el cDNA se utilizó el Reverse Transcription para RT-PCR (QuantiTect, Reverse 
Transcription Kit and SYBR Green PCR Kit, Germany).  El ARN se cuantificó por 
espectrofotometría (Nanodrop 1000 espectrofotómetro, Thermo Scientific) en λ = 260 nm y la 
prueba de pureza (por A260 / relación de 280) y la integridad (por electroforesis en gel 
desnaturalizante). El ADN complementario se generó mediante la alta capacidad de ADN 
complementaria inversa [Kit de Transcripción de Applied Biosystems (4.368.814)]. 
Cuantificación de ARNm: 
Una vez extraído el ARN, se procedió a la determinación de la concentración de RNA de las 
muestras obtenidas, así como del análisis de la pureza de éstas. Para ello, se utilizó el NanoDrop 
(ND-1000), mediante el cual se obtuvieron las lecturas de las absorbancias a 230, 260 y 280 nm. 
A partir de la lectura de 260 nm se obtuvo la concentración de ARN de la muestra, mientras que 
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mediante las relaciones 260/280 nm y 260/230 nm se determinó la pureza de las mismas. Las 
muestras se consideraron puras cuando la primera relación era próxima a 2 y cuando la 
segunda era superior a 1.70. Tras la cuantificación de la concentración de ARN y de la pureza de 
las muestras, éstas fueron guardadas a -80° C hasta su uso posterior.  
Amplificación ARN a ADNc 
Un total de 10 ng de ADNc fue sometido a amplificación cuantitativa RT-PCR utilizando SYBR 
Green QuantiTect Reverse Transcription Kit de QIAGEN (205311. USA). Los cebadores directos 
(F) e inversos (R) para los genes de ratón analizados están en el listado en la Tabla A. Las 
reacciones se realizaron con una cuantitativa en tiempo real sistema de PCR (QIAGEN), y la PCR 
en tiempo real se realizó durante 45 ciclos de 95 ºC durante 15 s y 60º C durante 1 minuto y 72º 
C durante 30 s. 
Finalmente, los datos estadísticos se convirtieron y se normalizaron a la forma lineal usando el 
cálculo 2-CT (ΔΔCT). El nivel de expresión relativa de los genes iNOS, COX IV e IL-6, entre otros y 
se evaluó en cultivos de glia mixtos, lo cual se normalizó con β-actina. 
Tabla 4. 
Nombre: Forward Reverse 
iNOS ACATCGACCCGTCAC-AGTAT CAGAGGGGTAGGCTTGTCTC 




TNF-a CGTCAGCCGATTTGCTATCT CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 
IFNγ CAGAGCCAAATTGTCTCCTTC ATCCACCGGAATTTGAATCAG 




nos2 TGCTGTTCTCAGCCCAACAA GAACTCAATGGCATGAGGCA 
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El análisis estadístico: 
Los resultados se analizaron por ANOVA de una vía seguido de Bonferroni de comparación 
múltiple pruebas. Todos los datos fueron analizadas con los programas estadísticos: IBM SPSS 
Statistics 22 y GraphPad Prim 5  y comparadas con respecto a su control (células sin 
tratamiento). Las diferencias con * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 se consideraron 
significativos en cada experimento. 
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Publicación 1  
 
Melatonin suppresses nitric oxide production in glial cultures by pro-




A. Vilar, L. de Lemos, I. Patraca, N. Martínez, J. Folch, F. Junyent, E. Verdaguer, M. Pallàs, 
C. Auladell, A. Camins. 
 
 
Se ha demostrado que la melatonina regula las respuestas inflamatorias y proporciona 
neuroprotección ante la inflamación. Sin embargo, los mecanismos subyacentes y las 
propiedades anti-inflamatorias de melatonina son poco conocidas. En el presente trabajo, se 
estudió el efecto modulador de la melatonina contra las citoquinas pro-inflamatorias en cultivos 
de células gliales. El tratamiento con citocinas pro-inflamatorias principalmente factor de 
necrosis tumoral alfa, interleucina 1-beta, y gamma-interferón (TNFα, IL-1β e IFNγ), inducen un 
aumento de expresión de óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y producción de óxido nítrico 
(ON). El pre-tratamiento con melatonina produce un efecto inhibidor sobre la expresión de iNOS 
y la producción de ON. Los estudios bioquímicos revelaron que la agresión por citoquinas in 
vitro favorece la activación de varias vías, tales como MAPKs, STAT1, y STAT3; sin embargo, el 
efecto anti-inflamatoria de la melatonina sólo fue acompañado por una disminución en la 
actividad de p38-MAPK. Del mismo modo, el inhibidor SB203580 de la vía p38-MAPK resultó 
bloquear la producción de ON en cultivos gliales mixtos. Estos datos indican que la acción anti-
inflamatoria de la melatonina en las células gliales después de la estimulación con citoquinas 
pro-inflamatorias puede ser en parte atribuible a la inhibición de p38-MAPK que se regula  la 
baja la expresión de iNOS y la producción de ON. 
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Leptin suppresses nitric oxide production in murine primary glial cultures, by 
exposure to pro-inflammatory cytokines, through p38 MAPK pathway inhibition 
 
 
I. Patraca, N. Martínez, A. Martí, I. Pedrós, D. Petrov, M. Ettcheto, F. Sureda, C. Auladell, 




La leptina (LEP) es una adipoquina pleiotrópica codificada por el gen Ob. Se identificó y partir 
de tejido adiposo clonado en de roedores en 1994, y se ha comprobado que desempeña un papel 
central en el control del peso corporal y la homeostasis energética. La leptina se ha demostrado 
que regular a la baja las respuestas inflamatorias y proporcionan neuroprotección. Sin embargo, 
los mecanismos que subyacen a las propiedades anti-inflamatorias de Leptina en el cerebro son 
controvertidos y a veces mal interpretados. En el presente trabajo se estudió el efecto 
modulador de Leptina contra citoquinas pro-inflamatoria en cultivos murinos de células gliales. 
El tratamiento con citocinas proinflamatorias principalmente, factor de necrosis tumoral-alfa 
(TNFα), la interleucina 1-beta (IL1-β) e interferón gamma (IFNγ), inducen un aumento de la 
expresión óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la producción de óxido nítrico. Los resultados 
mostrados con el tratamiento previo con 500 nM de Leptina ha producido un efecto inhibitorio y 
anti-inflamatorio sobre la expresión de iNOS y la producción de ON, acompañado por una 
disminución actividad de la vía de p38-MAPK. Asimismo, el tratamiento con Leptina también 
redujo la activación de la apoptosis, inhibiendo la liberación de citocromo C (Cyt-c) y la 
actividad de la caspasa 3.  
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Publicación 3 
The combined effect of the pituitary hormone Prolactin and the adipokine Leptin 
suppresses nitric oxide production in glial cultures by pro-inflammatory cytokines  
 
Iván Patraca, Nohora Martínez, Oriol Busquets, Aleix Martí,  Ignacio Pedrós, Dmitry 
Petrov, Miren Ettcheto, Francesc Sureda, Antoni Camins and Jaume Folch 
 
 
La hormona pituitaria prolactina (PRL) está involucrado en el proceso de la lactancia, pero se ha 
descrito también que puede tener efectos neuroprotectores sobre las neuronas del hipocampo. 
La leptina (LEP) es una citoquina pleiotrópica codificada por el gen Ob y desempeña un papel 
central en el control del peso corporal y la homeostasis energética. La primera evidencia de 
efectos de acciones combinadas de estas moléculas viene del hecho de que los altos niveles 
circulantes de PRL (o lactógenos placentarios) durante el embarazo, pueden interferir 
directamente con la señalización del receptor LEPR, posiblemente predisponiendo a la 
resistencia  a la leptina. Considerando que leptina se ha demostrado regular a la baja las 
respuestas inflamatorias y proporciona neuroprotección, se propone también que PRL está 
implicada en procesos anti-inflamatorios además, de la regulación inmune en astrocitos y 
células gliales. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a las propiedades anti-inflamatorias 
de estas hormonas en el cerebro, son poco conocidos. En el presente trabajo se estudió el efecto 
modulador de prolactina y leptina pudiendo prevenir los daños causados por la exposición de 
citoquinas pro-inflamatorias induce un aumento de la expresión óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) y la producción de óxido nítrico en las células gliales. El pre-tratamiento de los cultivos 
con prolactina y leptina a 500 nM produjo un efecto inhibidor tanto en gen iNOS, actividad 
transcripcional y expresión de la proteína, con una disminución concomitante en la producción 
de ON. El efecto combinado de estas hormonas bajó la producción de especies reactivas del 
oxígeno por la ciclooxigenasa 2 (COX-2) inhibiendo la vía de señalización p-STAT1/5 través de 
una disminución en la expresión de p-JAK2, y produjo una disminución significativa en los 
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niveles de IL-6. Las células pre-tratadas con prolactina y leptina también redujeron la expresión 
de contenido p-NFκβ y la respuesta de CREB que se encuentran involucrados en la 
neuroplasticidad y la formación de la memoria a largo plazo. Estos datos indican la acción anti-
inflamatoria  por la combinación de prolactina y leptina en las células gliales después de la 
estimulación con citocinas pro-inflamatorias.  
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Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias como inductores del estrés oxidativo y la producción de 
óxido nítrico en cultivos de glía. 
En la presente tesis doctoral hemos tomado como modelo experimental la exposición a 
citoquinas pro-inflamatorias. Ello es debido a que la expresión de mediadores citotóxicos, 
citoquinas pro-inflamatorias y radicales libres,  son la vía de mediación para las respuestas 
neuroinflamatorias, conllevando al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Rubio-
Perez et al 2012; Graeber et al 2011). Así, en esta investigación se evaluó la viabilidad celular de 
los cultivos de glía expuestos a las citoquinas TNFα, IL-1β e IFNγ, mediante MTT y Hoechst, y se 
observó una pérdida significativa de la misma por exposición a dichas citoquinas. Se realizaron 
tratamientos determinando la producción de ON mediante el uso del reactivo de Griess. El 
incremento más significativo de ON se observó a las 48 y 72 horas.  Por otra parte, en la tinción 
de GFAP e Iba-1 se observó que estas citoquinas generan una activación de astrocitos y 
microglia lo que se traduce en un aumento de la producción de ON. En efecto, se ha demostrado 
que las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, IFNγ e IL-1β, disminuyen la función de la barrera 
hematoencefálica (Csuka et al. 1999; Kleine et al. 2003) mientras que la liberación de nitrito 
puede ser un evento potencialmente patológico responsable de la degeneración neuronal 
(Brown, G, Neher 2010; Sastre et al 2006a; Verkhratsky et al 2010). Por otra parte, los astrocitos 
están ligados a la barrera hematoencefálica y estos sintetizan ON, que a su vez es un potente 
vasodilatador (Bulkert et al., 2012; Mulligan y MacVicar 2004). Los astrocitos, conjuntamente 
con la microglía,  producen ON provocando el aumento del flujo sanguíneo, puesto que 
aumentando el aporte de oxígeno se obtiene la energía requerida durante la reparación 
celular.  Estudios previos han descrito que la activación de iNOS está implicada en la 
degeneración neuronal asociada a EP y EA (Brown, Neher 2010; Sastre et al 2006a; Ionov et al 
2011; Graeber et al 2011). La liberación de nitrito después de la activación glial por las 
citoquinas pro-inflamatorias, puede ser un evento patológico potencial responsable de la 
degeneración neuronal en las neuronas vecinas (Brown 2007; Brown, Neher 2010; Sastre et al 
2006b; Verkhratsky 2010). Los altos niveles de ON ejercen su efecto tóxico a través de múltiples 
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mecanismos, incluyendo la peroxidación lipídica, daños mitocondriales, desnaturalización de 
proteínas, oxidación de membrana citoplasmática, agotamiento de antioxidantes, daños a la 
activación o inhibición de diferentes vías de señalización, y del ADN (Khandelwal et al 2011a; 
Brown 2010). Por lo tanto, el ON producido por iNOS parece ser un mediador clave de la muerte 
neuronal (Brown 2010). 
Por otra parte, el óxido nítrico sintasa-2 (iNOS o NOS-2) es la isoforma inducible e 
independiente de calcio del óxido nítrico sintasa, la enzima responsable de la producción del 
óxido nítrico (ON). En condiciones fisiológicas normales no se expresa NOS-2. Sin embargo, sí 
que se activa como respuesta a una lesión o inflamación por una variedad de estímulos, 
incluyendo IL-1β, TNFα, IFNγ y LPS en astrocitos y microglía  (Hamby, Hewett 2008; Csernansky 
y Choi 1994). Por ello, los resultados del presente trabajo muestran una inducción significativa 
de la actividad transcripcional de NOS-2, a las 6 horas posteriores a la exposición a las 
citoquinas, mediante la técnica de RT-PCR. Ello causa, finalmente, la liberación de ON. 
Una vez descrita la activación de iNOS nos planteamos estudiar el papel de la vía de las MAP 
quinasas y, en particular, de p38 en la respuesta de las células gliales expuestas a citoquinas 
pro-inflamatorias.  
Efecto anti-inflamatorio de la melatonina, leptina y prolactina.  
Se estudió el potencial anti-inflamatorio de las hormonas melatonina y prolactina, y de la 
adipoquina  leptina. Se evaluó la viabilidad celular de los cultivos de glía mixtos expuestos a 1 h 
de tratamiento con dichas hormonas, mediante MTT, y se observó que a concentraciones de 500 
nM para leptina y prolactina, y 1 μM para melatonina, no hay cambios en la viabilidad celular del 
cultivo de glía mixto. De igual manera, la técnica de tinción Hoechst no mostraron cambios en el 
patrón de condensación de la cromatina.  
En la actualidad se propone que las hormonas melatonina y prolactina así como la adipoquina 
leptina se encuentran relacionados con el control de la inflamación, y estos a su vez son capaces 
de modular la activación glial en modelos de excitoxicidad, a pesar de que los mecanismos 
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moleculares no se han comprendido en su totalidad (Chuang E 2007; Sainz et al; Tocharus et al 
2008). Estas observaciones han sugerido que tanto melatonina, leptina y prolactina estimulan la 
secreción de citoquinas anti-inflamatorias en parámetros fisiológicos normales y pro-
inflamatorias en condiciones fisiopatológicas (Beltowski et al 2004). Se ha descrito que éstas 
producen un efecto inhibitorio en la activación de la vía p38-MAPK (a las 48 h y 72 h) en células 
como hepatocitos, neuronas de hipocampo y astrocitos de la espina dorsal (Kim et al. 2007; 
Burkert et al. 2012).  
Resultados obtenidos en este trabajo de tesis demostraron un efecto anti-inflamatorio 
significativo tanto de melatonina, como de leptina inhibiendo la producción de ON en cultivos de 
células gliales mixtas, expuestas a citoquinas pro-inflamatorias. Los altos niveles de ON ejercen 
sus efectos tóxicos a través de múltiples mecanismos, incluyendo: la peroxidación lipídica, daño 
mitocondrial, la nitración de proteínas y la oxidación celular, y así como el agotamiento de 
reservas de antioxidante, la activación o inhibición de diversas vías de señalización, y los daños 
al ADN (Khandelwal et al 2011b; Brown, G, Neher 2010).  Por otro lado, los tratamientos 
combinados de leptina y prolactina producen una inhibición de la producción de nitrito en el 
medio de cultivo, sugiriendo que en conjunto son supresoras del ON en células de cultivos 
gliales mixtos. En la presente investigación no se encontraron efectos anti-inflamatorios 
significativos cuando se probó la prolactina de manera individual, aunque sí se pudo observar 
un efecto anti-inflamatorio inducido por prolactina al realizar un tratamiento conjuntamente 
con leptina. Ambas moléculas comparten receptores y vías de señalización comunes propias de 
las citoquinas (Miljic et al. 2006; Watanobe et al 2000; Gualillo et al 1999). 
En los trabajos de la presente tesis doctoral se observó que la exposición de las células gliales al 
tratamiento combinado de leptina y prolactina también inhibió significativamente la inducción 
transcripcional del gen de COX-2, que es otro mediador inflamatorio primario en glía. Esta 
enzima convierte el ácido araquidónico en precursores de las prostaglandinas vasoactivas, 
produciendo especies reactivas del oxígeno en el proceso (Song et al. 2014; Icksoo et al 2014). 
También se observó un aumento de la actividad transcripcional del gen de IL-6 en células gliales 
por la exposición a citoquinas pro-inflamatorias, la cual resultó significativamente disminuida 
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por la co-exposición leptina y prolactina. Dado que esta interleuquina es la primera en 
reaccionar en inflamación de fase aguda, se concluye que ambas moléculas inhiben la 
inflamación en las primeras 24 h tras ser activadas las células gliales.  
Otra molécula importante también relacionada con la inflamación es NFkβ que resultó 
igualmente incrementada como resultado de la exposición a las citoquinas pro-inflamatorias. Se 
observó un aumento en la forma fosforilada de NFkβ (Ser536) se encontró en células expuestas 
a citoquinas pro-inflamatorias, que fue regulada a la baja por la exposición a dicho tratamiento.  
NFκβ es un factor de transcripción que juega un papel clave en la regulación de la respuesta 
inflamatoria frente a la infección (Kaltschmidt 2009). En las neuronas, NFkβ también ha sido 
implicado en procesos de plasticidad sináptica y memoria, regulando la función de la vía 
PKA/CREB (Spooren et al. 2010). En este trabajo, el bloqueo de la expresión de genes 
inflamatorios estimulados por TNFα, IL-1β e IFNγ produjo un efecto inhibitorio sobre la 
apoptosis y sobre factores de transcripción tales como NFκβ y  STATs. 
Se decidió estudiar en mayor detalle las vías de señalización moduladas por las hormonas 
estudiadas, las cuales jugarían un papel protector en la apoptosis. Uno de esos posibles 
mecanismos podría ser la inhibición de la actividad de la IkB kinasa (IKK), la cual fosforila la 
proteína IκB, evitando así la  degradación IκB y su separación del complejo p50/Rel-A. Esto a su 
vez evitaría la movilización del complejo p50/Rel-A dentro del núcleo y  su unión a NFκβ, 
inhibiendo la transcripción de genes relacionados con inflamación. Se ha comprobado que NFκβ 
activa la expresión de su propio represor, IκBα (Guma et al. 2011; Jiang and Cadenas 2014). De 
acuerdo con los resultados del presente estudio, diferentes trabajos muestran la activación de 
NFκβ tras un estímulo inflamatorio y la activación de la expresión de  genes dependientes de su 
activación como TNF, COX-2 y IL-6 (Hsu et al. 2013) en una línea celular (RAW264.7) de 
macrófagos de ratón y monocitos de humanos (THP-1). Otra posible proteína inhibidora de la 
actividad de NFκβ es IFRD1, que suprime la actividad de NFκβ mediante un aumento de la 
desacetilación mediada por HDAC de la subunidad p65 a lisina 310, favoreciendo el secuestro de 
p65 por HDAC3 a (Gu et al. 2009). La inhibión de estas vías de activación de NFkB, podrían 
verse moduladas por  las hormonas estudiadas las cuales ayudarían a la protección de células 
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gliales y de la inhibición de la inflamación. De la misma forma, diversos estudios coinciden que 
la activación glial crónica es un evento neurotóxico latente en diferentes enfermedades 
neurodegenerativas. Se postula así que esta neurotoxicidad puede ser causada por una 
presencia continua de niveles elevados de mediadores pro-inflamatorios como TNFα, ON y ROS. 
Por tanto, disminuir la producción de éstos con hormonas tales como melatonina y prolactina 
así como con la adipoquina leptina podría suponer una reducción de la inflamación en células 
gliales. 
Papel de la melatonina, leptina  y prolactina en la activación de la vía p38-MAPK en células gliales 
mixtas. 
Después de estudiar el efecto anti-inflamatorio mediado por melatonina, leptina y prolactina,  se 
caracterizaron las vías por las cuales se dan dichos procesos anti-inflamatorios. 
En el presente trabajo de tesis doctoral se observó que la combinación de las tres citoquinas 
pro-inflamatorias induce la activación de diferentes proteínas relacionadas con la familia de las 
MAPK. Además, vías como JAK/STAT se activan después de 30 minutos de los tratamientos con 
dichas citoquinas. Así mismo, las células gliales tratadas con éstas, mostraron una activación 
significativa de p38-MAPK, comparado con las células gliales control. Se ha demostrado 
ampliamente que la vía de p38-MAPK es activada por una variedad de situaciones de estrés 
celulares incluyendo choque osmótico, citoquinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento, 
LPS y radiaciones UV (Cuenda et al. 1997; Sabio et al. 2004; Sabio et al. 2005).  
Para comprobar la participación de p38-MAPK en la generación de ON se expusieron las células 
gliales a SB203580, un inhibidor específico de la vía p38-MAPK,  resultando una reducción 
significativa de la producción de ON. Recientemente (H. Wu et al. 2015) describieron que 
SB203580 es un control positivo de la inhibición de la vía estudiada en células epiteliales de 
ratón ob/ob. De acuerdo con esto, los resultados muestran claramente que el efecto 
inmunomodulador de melatonina, leptina y prolactina en la activación de células gliales, podría 
explicarse en parte por su papel inhibitorio de la actividad  p38-MAPK. Por otra parte, la familia 
p38-MAPK regula las respuestas celulares al estrés, pero también integran señales que afectan a 
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muchos otros procesos celulares dependiendo del contexto y del tipo celular específico (Kuma 
et al. 2005; Thompson and Van Eldik 2009). El uso de animales modificados genéticamente ha 
sido muy útil para dilucidar las funciones reguladas por dicha familia. Además, la señalización 
por MAPKs también desempeña un papel importante regulando la producción de mediadores 
inflamatorios (Uhlik et al. 2003; Ferrer et al. 2001; S. Pugazhenthi et al. 1999).  
Efecto de la leptina y prolactina en los procesos de señalización de los receptores de citoquinas. 
Como se ha indicado anteriormente, las hormonas melatonina, prolactina y la adipoquina 
leptina comparten vías de señalización comunes y, por ello, se observó mediante western blot,  
la capacidad que poseen todas ellas de activar la vía JAK/STAT a través de sus propios 
receptores. La unión del receptor a su ligando activa la proteína tirosina kinasa JAK2, que a su 
vez fosforila las tirosinas de estos receptores, y esto genera sitios de unión para las proteínas del 
grupo de las STATs (STAT/1/3 y 5). La fosforilación de las tirosinas de STATs induce la 
movilización al núcleo, donde se une a la secuencia de ADN responsable de la activación de la 
transcripción de genes (Gouilleux et al. 1994; Pedrós et al 2015). Como se ha mencionado, la 
disminución en la activación por fosforilación de JAK2 altera la actividad de las moléculas STAT. 
Además, se ha descrito que IFNγ, utilizado en el tratamiento de las células de la glía en esta 
investigación, es una citoquina pluripotente cuyos principales efectos biológicos están mediados  
por una vía en la cual STAT1 es el factor de transcripción esencial y predominante (Quing et al 
2004; Pedrós et al 2015). Por lo tanto, sería posible observar alteraciones en las moléculas STAT 
en estos experimentos. De acuerdo con ello, los resultados de la presente tesis doctoral 
mostraron una significativa activación de las STATs (STAT/1/3 y 5) en células gliales expuestas 
a citoquinas pro-inflamatorias, que puede  revertirse por la exposición a melatonina,  y con el 
tratamiento combinado de leptina y prolactina. Se ha descrito en estudios anteriores  que la 
unión de prolactina a la forma corta de su receptor no es capaz de activar JAK2 (Bole-Feysot et 
al 1998b; Ouhtit et al 1993).  Los resultados que se presentan en esta investigación muestran 
que el efecto de la prolactina debe ser causado por su unión y activación de los receptores de 
forma larga de prolactina, los cuales son capaces de activar JAK2. Por lo tanto, los resultados 
demuestran una activación significativa de la forma fosforilada de JAK2 (Tyr1007/1008) que 
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puede ser revertida significativamente por la exposición a melatonina,  así como la combinación 
de leptina y prolactina. 
Efecto de la leptina en moléculas relacionadas con la señalización de procesos de apoptosis.  
Se observó que la expresión de MnSOD2 se encuentra incrementada tras la exposición a 
citoquinas pro-inflamatorias. La exposición a leptina produjo una disminución de los efectos 
observados por el tratamiento con citoquinas, disminuyendo la expresión de MnSOD en 
mitocondria  y la liberación de citocromo C al citosol, inhibiendo con ello la activación de la 
apoptosis. Estas observaciones concuerdan con anteriores resultados que se han descrito in 
vitro in e vivo, el primero en un modelo de células epitelial alveolar Tipo II (AEC) y el segundo 
en APPswe/PS1dE9 un modelo de ratón de EA  (Chen et al 2015; Pedrós et al. 2014). Estos 
autores analizaron la expresión y activación de los factores pro-apoptóticos, indicando que los 
efectos protectores de leptina dependen de la vía de señalización PI3K/Akt e involucran a la 
estimulación de la fosforilación de Akt, previniendo la liberación mitocondrial de citocromo C en 
células epiteliales como en el modelo APPswe/PS1dE9, así como la supresión de la caspasa 3. 
Igualmente, en el presente trabajo la leptina redujo la actividad caspasa 3. 
La función de Bcl-2 es el bloqueo de la muerte celular, la condensación nuclear, la 
desorganización de la membrana plasmática y la ruptura endonucleolítica del ADN (Subbiah 
Pugazhenthi et al. 2003; Li et al. 2010). En respuesta a los estímulos apoptóticos como los 
inducidos por las citoquinas, se activan los miembros de la familia Bax.  Éstos se oligomerizan en 
las mitocondrias e inducen la permeabilización de la membrana, que conduce a la liberación de 
factores tales como el citocromo C, promoviendo la activación de las caspasas y la muerte 
celular apoptótica (Li et al. 2010; H. Wu et al. 2015; Pedrós et al. 2014). En esta investigación, la 
leptina causó un aumento en el ratio de Bcl-2/Bax, activando Bcl-2 con respecto a Bax. La 
primera se expresó de manera significativa mostrando un efecto protector frente citoquinas, por 
lo cual la leptina junto con Bcl-2 prevendría la apoptosis por la vía intrínseca de la mitocondria, 
en otras palabras se propone a leptina como activadora de esta vía de señalización anti-
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apoptótica, desempeñando un papel importante para frenar procesos de lesión celular e 
inflamación.  
Efecto del tratamiento combinado de leptina y la prolactina sobre factores de transcripción como 
CREB 
La activación glial, tal como se ha explicado, es un proceso en el cual los astrocitos y la microglía 
sufren cambios morfológicos, proliferan y producen factores tróficos, citoquinas pro-
inflamatorias, de igual forma a lo que ocurre en otros procesos inflamatorios. De la misma 
manera, se ha observado como diferentes factores de transcripción implicados en la regulación 
de genes importantes en estos procesos inflamatorios, como NFκβ y CREB se encuentran 
también implicados en la activación glial in vitro.  
El conjunto de células del SNC forman una red compleja para realizar funciones tales como el 
pensamiento, la memoria, y las acciones de regulación (Frank and Greenberg 1994). Una vez 
que la red neural ha sido dañada por enfermedades cerebrovasculares, enfermedades 
neurodegenerativas o lesiones nerviosas causadas por inflamación, la modulación de esta red no 
continúa su actividad normal. Por lo tanto, se cree que la protección de las neuronas, antes del 
deterioro o la muerte, es una estrategia razonable para el tratamiento de trastornos y lesiones 
nerviosas  (Campuzano et al. 2009). Aunque un gran número de publicaciones han discutido el 
efecto  neuroprotector inducido por agentes farmacéuticos y productos naturales contra el 
estrés oxidativo, la inflamación, la excitotoxicidad en desórdenes neurológicos (Hayashi and 
Takagi 2015; Shapira et al 2014; Kaur et al 2013) y lesiones traumáticas (Kabadi-Faden 2014; 
McConeghy et al 2012) del SNC, los siguientes resultados servirán para debatir posibles factores 
neuroprotectores y neuroendocrinos de las hormonas leptina y prolactina. 
Paralelamente, se observó que el tratamiento combinado leptina/prolactina produce un efecto 
inhibitorio en la expresión del factor de transcripción CREB en el cultivo de células gliales mixto. 
CREB está relacionado con aprendizaje y memoria a largo plazo, siendo necesaria para la última 
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fase de formación de la memoria a largo plazo observado in vivo (Benito and Barco 2010; Frank 
and Greenberg 1994).  
Se sabe que las moléculas reguladas por CREB son neurotrofina y BNDF (Hu et al. 2013). La 
función de la primera, es impedir que las neuronas inicien la apoptosis, permitiendo así que las 
neuronas sobrevivan. Ésta también induce la diferenciación celular de células progenitoras para 
formar neuronas (Gundersen et al 2013; Halassa and Haydon 2010). La segunda es una proteína 
que actúa como factor de crecimiento de la familia de las neurotrofinas asociadas al factor de 
crecimiento nervioso (Moghbelinejad et al. 2014). La activación de CREB total y de su isoforma 
fosforilada, mediada por citoquinas pro-inflamatorias, da como resultado el inicio de la 
transcripción de genes de las neurotrofinas y de factores inhibidores/moduladores de 
inflamación como COX-2 observados in vitro (Spooren et al. 2010; Hamby, Hewett, and Hewett 
2008). Por esto, en esta investigación se sugiere que el efecto de las hormonas in vitro es 
bloquear o inhibir el sistema de trascripción de CREB en el núcleo, inhibiendo así la trascripción 
de factores de inflamación y estabilizando la neurotrofina. 
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Las conclusiones del presente trabajo de tesis doctoral se relacionan a continuación.  
1. La acción de las hormonas melatonina y prolactina, y la adipoquina leptina, atenúan la 
activación de la vía JAK/STAT inducida por la exposición a citoquinas pro-inflamatorias, 
en un modelo in vitro de cultivo primario de células de glía mixta. 
 
2. La acción de las hormonas melatonina y prolactina, y la adipoquina leptina, inhiben la 
vía de señalización de p38-MAPK inducida por citoquinas pro-inflamatorias en un 
modelo in vitro de cultivo primario de células de glía mixta. 
 
3. Las hormonas melatonina, prolactina y la adipoquina leptina intervienen en la 
inhibicion de la expresion de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, iNOS y COX-2, 
inducidos por citoquinas pro-inflamatorias inflamatorias en un modelo in vitro de 
células de glía mixta.  
 
4. La exposición a leptina de cultivos primarios células de glía mixta inhibe la apoptosis 
celular inducida por citoquinas pro-inflamatorias. Esto se debe al aumento de los 
niveles de Bcl-2 y a la disminución de los de Bax, inhibiendo la salida de citocromo C y la 
activación de caspasa 3. 
 
5. La exposición de cultivos primarios células de glía mixta al efecto combinado de leptina 
y prolactina, causa una disminución significativa de los niveles de NFκβ y CREB. 
 
Conclusión final: la exposición a melatonina, leptina y al tratamiento combinado de leptina y 
prolactina, puede ser una estrategia efectiva en la disminución de los niveles de 
neuroinflamación asociada a los procesos neurodegenerativos. 
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